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Referat: 
 
Durch klinische und tierexperimentelle Studien konnte gezeigt werden, dass eine diabetische 
Stoffwechsellage über einen gesteigerten Proteinabbau zu einer Muskelatrophie führen kann. 
Ein zentrales System beim Abbau von Muskelproteinen ist hierbei das Ubiquitin-Proteasom-
System mit seinen zwei spezifischen E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx. 
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer Hyperglykämie auf die Expression von Proteinen 
des Ubiquitin-Proteasom-Systems im Skelett- und Herzmuskel zeit- und 
konzentrationsabhängig zu untersuchen. Insbesondere wurde die Expression der E3-Ligasen 
MuRF-1 und MAFbx sowie die daraus folgende Auswirkung auf die Protein-
Ubiquitinylierung analysiert. Weiterhin sollte der Einfluss der Hyperglykämie auf die 
Apoptoserate der beiden Zelltypen betrachtet werden und ob das GLP-1-Analogon Liraglutid 
die Veränderungen am Herzmuskel beeinflussen kann. 
Um diese Fragestellungen zu klären, wurden C2C12-Skelettmuskelzellen und neonatale 
Rattenkardiomyozyten in der Zellkultur unterschiedlichen Glukosekonzentrationen für 24 
oder 72 Stunden ausgesetzt. Die Expression der Ubiquitin-E3-Ligasen wurde auf mRNA- und 
Proteinebene bestimmt. Zusätzlich erfolgten die Messung der Menge an ubiquitinylierten 
Protein sowie die Bestimmung der Apoptoserate während der unterschiedlichen Zustände. 
Abschließend wurde der Einfluss des GLP-1-Analogons Liraglutid auf die Expression der 
Ubiquitin-E3-Ligasen, die Protein-Ubiquitinylierung sowie die Apoptoserate an den 
Herzmuskelzellen analysiert. 
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 Einleitung 1 
1 Einleitung 
 
1.1 Diabetes mellitus 
Nach der Deutschen Diabetes Gesellschaft (DDG) wird Diabetes mellitus folgendermaßen 
definiert: „Der Diabetes mellitus ist definiert als eine durch den Leitbefund chronische 
Hyperglykämie charakterisierte Regulationsstörung des Stoffwechsels. Es liegt entweder eine 
gestörte Insulinsekretion oder eine verminderte Insulinwirkung oder auch beides zugrunde. 
Die chronische Hyperglykämie führt über die diabetesspezifische Mikroangiopathie zu 
Folgeerkrankungen, vorwiegend an Augen, Nieren und Nervensystem, und über die 
diabetesassoziierte Makroangiopathie zu Folgeerkrankungen vorwiegend an Herz, Gehirn und 
den peripheren Arterien.“ (Kerner et al. 2004). 
Die Einteilung des Diabetes mellitus erfolgt nach den Vorschlägen der World Health 
Organization (WHO) und der American Diabetes Association (ADA) seit 1997 in 
unterschiedliche Typen (siehe Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Klassifikation des Diabetes mellitus (nach ADA 1997, Alberti und Zimmet 1998) 
I. Typ 1 Diabetes (B-Zell-Zerstörung, die üblicherweise zum absoluten Insulinmangel führt) 
II. Typ 2 Diabetes (kann sich von einer vorwiegenden Insulinresistenz mit relativem Insulinmangel 
bis zu einem vorwiegend sekretorischen Defekt mit Insulinresistenz erstrecken) 
III. Andere spezifische Diabetes-Typen 
IV. Gestationsdiabetes (Schwangerschaftsdiabetes) 
 
Mit einer altersabhängigen Prävalenz in Deutschland von ca. 1-2% im Alter unter 50 Jahre, 
ca. 10% im Alter über 60 Jahre und bis ca. 90% im Alter über 70 Jahre  
(Herold und Deuss 2010), zählt Diabetes seit langem zu den großen „Volkserkrankungen“. 
Hochrechnungen von 2004 schätzen für das Jahr 2030, dass ca. 366 Millionen der 
erwachsenen Weltbevölkerung an Diabetes erkrankt sein werden (Wild et al. 2004).  
Nicht nur die epidemiologische Entwicklung, sondern auch die schwerwiegenden 
Folgeschäden des Diabetes, machen die weiterführende Erforschung der Krankheitsprozesse 
und neuer Therapieansätze dringend erforderlich. Man unterteilt die beim Diabetes 
auftretenden Gefäßschäden in eine unspezifische Makroangiopathie und eine 
diabetesspezifische Mikroangiopathie. Die Makroangiopathie mit Frühateriosklerose 
manifestiert sich als koronare Herzkrankheit (KHK), periphere arterielle Verschlusskrankheit 
(pAVK) sowie arterielle Verschlusskrankheit der Hirnarterien und ischämischen Apoplex. 
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Die diabetische Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie sind auf die auftretende 
Mikroangiopathie zurückzuführen (Austenat und Semmler 2005, Herold und Deuss 2010). 
Zusätzlich konnten Studien aufzeigen, dass der Diabetes mellitus zu einer 
Skelettmuskleatrophie führt und dabei Abbauprozesse über das Ubiquitin-Proteasom-System 
der Muskelzelle ablaufen (Merforth et al. 1999). Hierauf soll an späterer Stelle näher 
eingegangen werden. Die Eckpfeiler der Therapie des Diabetes mellitus sind: Diät mit 
Gewichtsnormierung, Körperliche Aktivität, antidiabetische Medikamente, Patientenschulung 
und -kontrolle, die Therapie weiterer Risikofaktoren und die Therapie von Komplikationen. 
Die medikamentöse Therapie greift auf orale Antidiabetika (OAD) und Insulin zur Injektion 
zurück. Durch die Entwicklung neuartiger Medikamente ist seit einigen Jahren auch die 
Inkretin-basierte Therapie beim Diabetes Type II möglich. 
 
1.2 Inkretine / Glukagon-like-Peptide-1 
Inkretine sind gastrointestinale Hormone, die die nahrungsabhängige Insulinsekretion der 
pankreatischen Betazellen steuern. Hierzu zählen das glukagon-like-peptide-1 (GLP-1) und 
das gastric inhibitory polypeptide (GIP). GLP-1 wird mahlzeitenabhängig von den 
neuroendokrinen L-Zellen des Dünndarms aus Proglukagon gebildet und durch das Enzym 
Dipeptidyl-Peptidase-4 (DPP-4) innerhalb von Minuten inaktiviert. Durch die Wirkung wird 
die Insulinsekretion stimuliert, die Glukagonfreisetzung und der Appetit gehemmt sowie die 
Magenentleerung verzögert (Drucker und Nauck 2006). Durch die Wirkung von  
DDP-4-Inhibitoren wie Sitagliptin, Vildagliptin und Saxagliptin kann der Abbau von GLP-1 
verhindert und somit der Spiegel an GLP-1 erhöht werden. Da die Ausschüttung von 
Inkretinen glukoseabhängig ist, sollen Hypoglykämien nur selten auftreten. Im Speichel der 
Gila-Krustenechse (siehe Abb. 1), einer amerikanischen Echsenart, fand man ein dem GLP-1 
ähnliches Hormon, das Exendin-4 (Eng et al. 1992). 
 
 
Abb. 1: Gila-Krustenechse oder Gila Monster (Heloderma suspectum) 
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In den vergangenen Jahren wurden Substanzen entwickelt, die nicht der enzymatischen 
Spaltung von DDP-4 unterliegen und dennoch durch strukturelle Gemeinsamkeiten zum  
GLP-1 vergleichbare Wirkungen an dessen Rezeptor bewirken. Seit 2005 steht Exenatid und 
seit Juli 2009 das Liraglutid als sogenannte Inkretin-Mimetika zur Verfügung.  
Die Wirkung von Liraglutid wird durch die spezifische Bindung an den GLP-1-Rezeptor 
vermittelt. Über ein Gs-Protein wird die Adenylatzyklase aktiviert, die ATP zu cAMP 
umwandelt, was die Proteinkinase A (PKA) aktiviert. Durch diese werden wiederum 
Transkriptionsfaktoren im Zellkern der Beta-Zelle des Pankreas aktiviert und die Biosynthese 
von Insulin in Gang gesetzt (Habener 1997, Habener und Kemp 2004, Skoglund et al. 2000). 
cAMP bewirkt weiterhin die Schließung von ATP-sensitiven K+(K-ATP)-Kanälen  
(Holz et al. 1993), was zur Depolarisation der Zelle und dadurch zur Aktivierung von 
spannungsabhängigen Ca2+-Kanälen vom L-Typ und dem Einstrom von Ca2+-Ionen in die 
Zelle führt (Kato et al. 1996). Der Ca2+-Konzentrationsanstieg ist ein wichtiges Signal für die 
Exozytose von Insulin (Gromada et al. 1997, 1998a). Über ein Gq-Protein bewirkt die 
Bindung von GLP-1 am Rezeptor die Freisetzung von Ca2+ aus intrazellulären Speichern 
(Gromada et al. 1998b, Bode et al. 1999). Nach Aktivierung der Phospholipase C-β spaltet 
diese Phosphatidylinositol-Bisphosphat (PIP2) in Inositol-Trisphosphat (IP3) und 
Diacylglycerol. IP3 aktiviert Ca2+-Kanäle am endoplasmatischen Retikulum, Diacylglycerol 
hingegen die Proteinkinase C (PKC), die für die Regulation der GLP-1-Rezeptorexpression 
wichtig ist. Der GLP-1-Rezeptor wurde in den Inselzellen des Pankreas, dem Magen, der 
Lunge, dem Gehirn, der Nieren, der Hypophyse, dem Herz und dem Dünndarm gefunden 
(Bullock et al. 1996, Campos et al. 1994, Shughrue et al. 1996, Beak et al. 1996, Crespel et al. 
1996, Lamari et al. 1996). In der Leber, dem Fettgewebe und der Skelettmuskulatur hingegen 
konnte kein spezifischer GLP-1-Rezeptor nachgewiesen werden (Bullock et al. 1996).  
Zudem wurde festgestellt, dass durch GLP-1 die Aktivität der Phosphoinositid-3-Kinase 
(PI3K) beeinflusst wird (Hui et al. 2003). Es zeigte sich, dass die Apoptose von β-Zellen des 
Pankreas durch die Wirkung des GLP-1 reduziert werden kann (Urusova et al. 2004, Li Y et 
al. 2003). PI3K spielt eindeutig eine kardioprotektive Rolle bei ischämischen Vorgängen am 
Herzen (Hausenloy und Yellon 2004). In Studien zeigte sich, dass GLP-1 das Herz direkt 
gegen Ischämie schützen kann (Bose et al. 2005a, 2005b, 2007). Aber auch die GLP-1-
Analoga, wie Exendin-4 (Sonne et al. 2008) und das in der vorliegenden Studie verwendete 
Liraglutid, zeigten diese positive Beeinflussung. Es konnte an Mäusen nachgewiesen werden, 
dass Liraglutid zellprotektive Signalwege aktiviert und somit das Outcome bei  
experimentell herbeigeführten Herzinfarkten verbesserte (Noyan-Ashraf et al. 2009).  
 Einleitung 4 
Somit konnte bereits in früheren Studien die positive Wirkung des GLP-1 bzw. seiner 
Analoga an der Herzmuskulatur festgestellt werden. Obwohl der GLP-1-Rezeptor an 
Skelettmuskelzellen nicht nachweisbar war (Bullock et al. 1996), wird eine Wirkung von 
GLP-1 an der Skelettmuskulatur in der Literatur kontrovers diskutiert, z.B. soll es in vitro 
einen anabolen Einfluss auf die Myozyten haben. An Hepatozyten und Myozyten stimuliert es 
die Glykogensynthese (Lopez-Delgado et al. 1998, Galera et al. 1996, Yang et al. 1998) und 
in Myozyten und Adipozyten fördert es die Aufnahme von Glukose in die Zelle  
(Hansen et al. 1998, O'Harte et al. 1997, Wang Y et al. 1997, Miki et al. 1996).  
In vivo konnte an Mäusen (Ahrén und Pacini 1999), pankreatektomierten Hunden  
(Freyse et al.1997, 1999, Sandhu et al. 1999), gesunden Probanden (Toft-Nielson et al. 1996, 
Ryan et al. 1998, Orskov et al. 1996, Larsson et al. 1997), Typ I Diabetikern  
(Creutzfeldt et al. 1996) sowie Typ II Diabetikern (Vella et al. 2000) diese direkte anabole 
Wirkung des GLP-1 nicht bestätigt werden. 
 
1.3 Atrophie 
Unter Atrophie versteht man die Rückbildung oder Schrumpfung eines Organs oder Gewebes. 
Die Verringerung des Zellvolumens wird als einfache Atrophie bzw. Hypotrophie,  
die Reduktion der Zellzahl als nummerische Atrophie bzw. Hypoplasie bezeichnet.  
Die Abnahme des Zellvolumens erfolgt z.B. über den Abbau von Zellproteinen.  
Viele Krankheiten und pathologische Zustände des Menschen sind mit einem erhöhten 
Muskelproteinabbau besonders über das Ubiquitin-Proteasom-System (s.u.) verbunden  
(Jagoe und Goldberg 2001). Zu diesen Krankheitsentitäten zählen Diabetes (Price et al. 1996), 
Kachexie im Rahmen neoplastischer Erkrankungen (Baracos et al. 1995, Llovera et al. 1994, 
Temparis et al. 1994), Fasten (Medina et al. 1995, Wing und Goldberg 1993), Azidose (Mitch 
et al. 1994), Sepsis (Voisin et al. 1996), Muskelatrophie durch Inaktivität (Taillandier et al. 
1996), Denervation (Medina et al. 1995) und Glukokortikoid Behandlungen  
(Auclair et al. 1997). 
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1.4 Proteinabbau 
Der tägliche Proteinumsatz des Menschen liegt bei ca. 300g. Durch verschiedene 
Bedingungen, wie negative Stickstoffbilanz, Muskeldystrophien und andere pathologische 
Prozesse, kann dieser Wert erheblich erhöht sein. Die Umsatzgeschwindigkeit von Proteinen 
wird als turnover bezeichnet und ist von der Geschwindigkeit der Biosynthese und des 
Proteinabbaus abhängig. Die Lebensdauer eines Proteins wird durch dessen Halbwertszeit 
bestimmt, die bei einigen Minuten bis mehreren Wochen liegen kann. Der eigentliche 
Proteinabbau erfolgt durch enzymatische Vorgänge, für deren Abläufe unterschiedliche 
Proteasen zur Verfügung stehen, welche nach Angriffsort an der Polypeptidkette, 
Wirkungsort und Katalysemechanismus unterschieden werden können. Proteine sind durch 
Petidbindungen verbunden, die sich aus einer α-Carboxylgruppe und einer α-Aminogruppe 
zusammensetzen. Diese Peptidbindung wird durch die Proteasen hydrolytisch gespaltet.  
Man unterscheidet Endoproteasen, die spezifische Peptidbindungen im Inneren einer 
Proteinkette spalten, und Exoproteasen, die Aminosäuren am carboxy- oder aminoterminalen 
Ende abspalten. Nach dem Wirkungsort wird nach extrazellulären Proteasen des Blutplasmas 
und Gastrointestinaltraktes sowie nach intrazellulären Proteasen eingeteilt. Die intrazelluläre 
Proteolyse kann in Lysosomen, durch mitochondriale Proteasen oder über das  
Ubiquitin-Proteasom-System, welches im Zytosol lokalisiert ist, erfolgen (siehe Abb. 2). 
 
Muskelmasse
ProteinsyntheseProteinabbau
Apoptose Zellregeneration
Verlust Zuwachs
Ubiquitin
Proteasomen
System
Lysosomen
Mitochondriale
ProteasenMitochondriale
Proteine 
Extrazelluläre Proteine
Oberflächenrezeptoren
Proteine des 
Endoplasmatischen  
Retikulums
Langlebige  normale 
Proteine 
Kurzlebige  normale 
Proteine 
Abnorme Proteine 
 
Abb. 2: Mögliche Wege des Muskelproteinabbaus in der Zelle 
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Im Zytosol, also dem nichtlysosomalen System, kann die Proteolyse sowohl 
ubiquitinabhängig als auch -unabhängig ablaufen. In eukaryontischen Zellen konnten mehr als 
30 verschiedene proteinabbauende Enzyme gefunden werden, welche ihre Wirkung 
ubiquitinunabhängig entfalten. Diese Vorgänge sind jedoch weniger an dem Proteinabbau der 
Zelle beteiligt, sondern eher auf bestimmte Proteine, die dem Zellwachstum, der 
immunologischen Antwort oder der Membranintegrität dienen, spezialisiert.  
Bei der ubiquitinabhängigen Proteolyse werden die Proteinsubstrate für den Abbau  
ATP-abhängig mit Ubiquitin markiert (Hofmann 2006, Hasilik 2007). 
 
1.4.1 Ubiquitin-Proteasom-System 
Ubiquitin ist ein relativ kleines Protein, das in allen Eukaryonten (also ubiquitär) zu finden ist. 
Es besteht aus 76 Aminosäureresten und weist ein Gewicht von 8500 Dalton auf. Da sich der 
Proteinaufbau in der Evolution kaum änderte, spricht man von einem evolutionär hoch 
konservierten Protein. Das bedeutet, dass verschiedene Organismen, wie der Mensch,  
der Frosch oder auch die Fruchtfliege identische Aminosäuresequenzen des Proteins 
aufweisen. Im Organismus können die Funktionen und das Vorkommen sehr verschieden 
sein. Neben dem Proteinabbau dient es auch der Regulation von einigen 
Transkriptionsfaktoren. Mit einem C-terminalen Glycinrest kann das Ubiquitin an freie 
Aminogruppen von Proteinen binden. Weiterhin weist es an Position 48 eine 
Lysinaminosäure auf, an der mehrere Ubiquitinmoleküle ansetzen können. 
Die eigentliche Ubiquitinylierung erfolgt in drei Schritten und wird von einem komplexen 
Enzymsystem, dem Ubiquitin-System, durchgeführt. Dieses besteht aus Ubiquitin 
aktivierenden Enzymen (E1), Ubiquitin konjugierenden Enzymen (E2) und 
Substraterkennungsproteinen (E3-Enzymen) (Abb. 3). Im ersten Schritt wird Ubiquitin durch 
die Bildung eines Thioesters zwischen dem C-terminalen Glycin und einem Cysteinrest des 
E1-Enzyms ATP-abhängig aktiviert. Im nächsten Schritt erfolgt die Übertragung des 
aktivierten Ubiquitins auf einen Cysteinrest des Ubiquitin konjugierenden Proteins E2 
(Ubiquitinträgerprotein). Im dritten Schritt erfolgt die Übertragung des aktivierten Ubiquitins 
von E2 auf das zu spaltende Protein, welches vorher durch die Bindung an Ubiquitin-Protein-
Ligasen E3 aktiviert wurde. Hierbei wird eine Isopeptidbindung zwischen dem Glycinrest des 
Ubiquitins und ε-Aminogruppen von Lysinresten des abzubauenden Proteins ausgebildet. 
Durch die Verknüpfung mehrerer Ubiquitinmoleküle untereinander am Lysinrest in Position 
48 des Ubiquitins entstehen oligo- bzw. polyubiquitinylierte Derivate, welche vom  
19S-Komplex der Proteasomen erkannt werden (Herrmann et al. 2004, Hofmann 2006, 
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Hasilik 2007). Der eigentliche Abbau der Proteine erfolgt in einem, für Eukaryonten 
charakteristischen, 26S-Proteasom, welches aus zwei regulatorischen 19S-Komplexen und 
einem katalytischen 20S-Kernkomplex besteht. Die 19S-Komplexe sitzen wie Kappen den 
beiden Seiten des 20S-Komplexes auf. Der 20S-Kernkomplex hat eine hohlzylindrische 
Struktur und ist wiederum aus mehreren α- und β-Untereinheiten zusammen gesetzt.  
Im Inneren dieses Kernkomplexes befinden sich die proteolytisch aktiven Zentren des 
Proteasoms. Der 19S-Komplex erkennt und bindet spezifisch die Polyubiquitinketten der 
markierten Proteine. Anschließend wird das Proteinsubstrat entfaltet, zu den aktiven Zentren 
des Kernkomplexes transportiert und dort proteolytisch abgebaut. Die Polyubiquitinketten 
werden durch Isopeptidasen abgespaltet und in einzelne Ubiquitinmoleküle aufgetrennt.  
Diese stehen dann einem neuen Ubiquitinylierungszyklus zur Verfügung und unterliegen 
somit einem Proteinrecycling. Die Regulation des Proteinabbaus über das Proteasom wird 
über die durch E3-Enzyme ausgeführte Ubiquitinylierung gesteuert (Hofmann 2006, Hasilik 
2007). 
 
Abb. 3: Proteinabbau durch das Ubiquitin-Proteasom-System 
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1.4.2 E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx 
Im Zusammenhang zwischen Muskelatrophie und dem Ubiquitin-Proteasom-System war die 
Identifikation der beiden E3-Ligasen MuRF-1 (Muscle Ring Finger 1) und  
MAFbx / Atrogin 1 (Muscle Atrophy F-box) von großer Bedeutung. Die Expression dieser 
beiden E3-Enzyme ist spezifisch für Skelett- und Herzmuskelgewebe. Man konnte am 
Musculus gastrocnemius medialis von Ratten zeigen, dass es nach Muskelimmobilisation, 
Denervation und Hochheben der hinteren Extremitäten zur Muskelatrophie und zur 
gesteigerten Expression von MuRF-1 und MAFbx kommt (Bodine et al. 2001).  
Eine erhöhte Expression dieser E3-Ligasen wurde ebenfalls durch die Stimulation des 
Muskelgewebes mit Interleukin-1 und Dexamethason erreicht (Bodine et al. 2001).  
Andere Untersuchungen bestätigten eine Ubiquitin-Ligasen-Aktivität (Kedar et al. 2004), 
konnten eine Bindung mit dem im Sarkomer vorkommenden Protein Titin beschreiben 
(Centner et al. 2001) und den Abbau von kardialem Troponin I zeigen (Kedar et al. 2004).  
In der Literatur wurden für MAFbx Interaktionen mit Calcineurin A, der Untereinheit einer 
Phosphatase, die einen Transkriptionsfaktor für T-Lymphozyten dephosphoryliert und somit 
zur verstärkten Immunantwort führt, beschrieben. Zusätzlich konnte eine Interaktion mit 
einem Protein des Zytoskeletts eukaryonter Zellen, dem Alpha-Actin-2, gezeigt werden  
(Li HH et al. 2004). Weiterhin wurde festgestellt, dass MAFbx einen verstärkten Abbau von 
MyoD über das Ubiquitin-Proteasom-System induzieren kann (Tintignac et al. 2005).  
MyoD ist ein Transkriptionsfaktor, der im erwachsenen Skelettmuskel für die 
Muskelstammzellfunktion verantwortlich ist. In anderen Untersuchungen wurde der 
Transkriptionsfaktor NF-κB näher betrachtet. Durch eine Überexpression eines Inhibitors von 
NF-κB Kinase β kam es im Mausmodell zu einem signifikanten Verlust an Muskelmasse, 
einer gesteigerten Proteasomen abhängigen Proteolyse und zu einer vermehrten Expression 
von MuRF-1 (Cai D et al. 2004). Es konnte auch dargestellt werden, dass inflammatorische 
Zytokine über die Aktivierung von NF-κB zu einer gesteigerten Expression von MuRF-1 und 
MAFbx und somit zu einer erhöhten Muskelatrophie führen (Attaix et al. 2005, McKinnell 
und Rudnicki 2004). In der Literatur wird mehrfach der Zusammenhang zwischen 
Muskelatrophie, dem Ubiquitin-Proteasom sowie den E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx 
beschrieben (Cao et al. 2005, Glass 2003, 2005).Weiterhin wurde eine Beziehung zwischen 
einer durch Diabetes induzierten Muskelatrophie und der Aktivität von NF-κB hergestellt 
(Glass 2005, Frier et al. 2008). Diabetes gehört zu den Krankheitsbildern mit erhöhtem 
Proteinabbau und gesteigerter Muskelatrophie, dies konnte im Rattenmodell nachgewiesen 
werden (Lecker et al. 1999, 2004). Es wurde festgestellt, dass es bei atrophischen Muskeln zu 
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einer Hochregulierung von MuRF-1 und MAFbx kommt und dass diese E3-Ligasen 
regulatorischen Einfluss auf verschiedene Situationen haben sollen, die zu Muskelatrophien 
führen können (de Palma et al. 2008). Über den Einfluss von oxidativen Stress, soll es durch 
die Hyperglykämie beim Diabetes zu einem Verlust an Muskelgewebe kommen  
(Mastrocola et al. 2008). Weiterhin wurden verschiedene Mechanismen, die bei einer 
Hyperglykämie zu einem Muskelproteinverlust führen sollen, untersucht. Hierbei spielen 
Caspase-3/-8 und auch die p38 MAPK eine Rolle (Russell et al. 2009).  
Zusammenfassend sind in der Literatur hinreichend Daten vorhanden, die zeigen, dass durch 
verschiedene Einflüsse und über verschiedene Signalwege eine erhöhte Expression von 
MuRF-1 und MAFbx induziert werden kann, aus der wiederum eine gesteigerte Proteolyse 
über das Ubiquitin-Proteasom-System resultiert. Hierbei wird auch die Beeinflussung durch 
eine Hyperglykämie berücksichtigt. Dies stellt die Basis für die weitere Untersuchung der 
Befunde sowohl am Skelettmuskel als auch am Herzmuskel dar. In der Zukunft könnte eine 
Hemmung der MuRF-1- und MAFbx-Expression ein mögliches therapeutisches Ziel zur 
Behandlung von Krankheiten mit Muskelatrophie darstellen. 
 
1.4.3 Hemmung der Proteasomen 
In den vergangenen Jahren haben sich viele tierexperimentelle Studien mit dem Ziel befasst 
die Muskelatrophie bei verschiedenen Krankheitsentitäten zu reduzieren. Ein Ansatz war 
durch direkte Hemmung des Ubiquitin-Proteasom-Systems den Muskelabbau zu verringern.  
Diese direkte Inhibition wird in der Literatur sehr kontrovers diskutiert. Zwar wurde gezeigt, 
dass durch den Proteasomen-Inhibitor MG-132 eine signifikante Abnahme der Proteolyse im 
Rattenmodell unter Atrophiebedingungen erreicht werden konnte (Tawa et al. 1997). 
Gleichzeitig kam es jedoch zu einer Anreicherung anderer ubiquitinylierter Proteine in der 
Zelle. Dies kann den gerichteten Abbau von Regulationsproteinen, wie Enzymen, Inhibitoren 
oder Transkriptionsfaktoren beeinflussen und den geordneten Zellstoffwechsel 
schwerwiegend stören (Lecker et al. 1999). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass MG-132 
die Proteolyse in Muskeln von Ratten mit Metabolischer Azidose (Bailey et al. 1996) und 
Diabetes (Price et al. 1996) reduzieren kann. Wegen vieler wichtiger Eigenschaften des 
Ubiquitin-Proteasom-Systems hat die vollständige Hemmung des Komplexes wahrscheinlich 
giftige Folgen für die Zelle (Tawa et al. 1997). Sofern scheint die direkte Hemmung des 
Komplexes eine ungeeignete Möglichkeit der Muskelatrophiebehandlung zu sein.  
Neuere Untersuchungen konnten eine Reduktion der Muskelatrophie durch Leucine 
beschreiben, die die Ubiquitin-Ligasen hemmen (Baptista et al. 2010). Die Reduktion der 
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MuRF-1- sowie MAFbx-Expression und der dadurch vermittelten Erhöhung des 
Proteinabbaus über das Ubiquitin-Proteasom-System stellen dennoch mögliche Ansätze zur 
Therapie von Muskelatrophien dar und sollten auch Ziel weiterführender Forschung sein. 
 
1.5 Apoptose 
Unter Apoptose wird der sogenannte kontrollierte bzw. programmierte und durch 
Genexpression regulierte Zelltod verstanden. Im Gegensatz zur Nekrose wird hierbei kein 
Zellplasma freigesetzt und dadurch auch keine Entzündungsreaktionen ausgelöst.  
Bei der Apoptose erfolgen die Zellschrumpfung, die Bildung von blasenförmigen 
Ausbuchtungen an der Zelloberfläche, die Chromatin-Kondensation, der Abbau der 
Mitochondrien mit Freisetzung von Cytochrom C, die Zellfragmentierung in kleine 
Apoptosekörper und die Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin an der 
Zelloberfläche. Durch Makrophagen wird dieses Phosphatidylserin erkannt und die 
Zellfragmente phagozytiert wobei gleichzeitig Zytokine freigesetzt werden.  
Die Apoptose kann durch externe und interne Signale sowie durch den Apoptosis-Inducing 
Factor (AIF) eingeleitet werden. Der extrinsische Signalweg kann z.B. über 
„Todesrezeptoren“, wie FAS- und TNF-Rezeptor, vermittelt werden (Adams JM 2003).  
Der gesteuerte Zelltod ist für die normale Entwicklung und die Funktion des Organismus 
unverzichtbar. Er erfüllt eine Vielzahl von wichtigen Aufgaben, unter anderem die 
Elimination entarteter oder potenziell schädlicher Zellen, die Kontrolle der Zellzahl und damit 
der Gewebegröße, die Selektion genetisch intakter Keimzellen und die Sicherung des 
Zellturnovers in den Geweben. In der Literatur konnte ein Zusammenhang zwischen der 
Regulation der Apoptose und dem Ubiquitin-Proteasom-System beschrieben werden  
(Wójcik 1999, 2002). Weiterhin kann durch die Aktivierung von p53 eine Hyperglykämie 
zum Zelltod von Myozyten führen (Fiordaliso et al. 2001). Es konnte auch festgestellt 
werden, dass die Hyperglykämie über Cytochrom C und Caspase-3 die Apoptose von 
Herzmuskelzellen in Mäusen einleiten kann (Cai L et al. 2002). Sofern können das Ubiquitin-
Proteasom-System, die E3-Ligasen MuRF-1 sowie MAFbx und die Zellapoptose in 
Zusammenhang mit einer Hyperglykämie bzw. Diabetes gebracht werden. 
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2 Fragestellung 
 
Aufgrund der in der Einleitung dargestellten Sachverhalte und Erkenntnisse waren für die 
vorliegende Arbeit folgende Fragestellungen von Interesse: 
• Führt eine Hyperglykämie in Skelett- und Herzmuskelzellen zu einer Veränderung der 
Expression von MuRF-1 und MAFbx 
• Ist diese Veränderung eventuell zeit- und konzentrationsabhängig 
• bewirken die Veränderungen für MuRF-1 und MAFbx auch die Veränderung der 
Menge an ubiquitinylierten Protein 
• wirkt sich die Hyperglykämie zeit- und konzentrationsabhängig auf die Apoptoserate 
von Skelett- und Herzmuskelzellen aus 
• kann das GLP-1-Analogon Liraglutid (Victoza®) eventuelle Veränderungen an 
Herzmuskelzellen beeinflussen 
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3 Materialien / Methoden 
 
3.1 Studiendesign 
Um den Einfluss einer erhöhten Glukosekonzentration auf die Expression von den  
Ubiquitin-E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx zu untersuchen, wurden Versuche auf Zellebene 
an Skelett- und Herzmuskelzellen durchgeführt. Die Expression der Ubiquitin-E3-Ligasen 
wurde auf RNA- und Protein-Ebene betrachtet. Weiterhin wurde der Einfluss der 
Hyperglykämie auf die Apoptoserate sowie der Einfluss des GLP-1 Analogons Liraglutid auf 
diese Prozesse an Herzmuskelzellen untersucht. Für die Versuche wurden 
Skelettmuskelzellen aus Mäusen (C2C12-Zellen) in undifferenzierter (Myoblasten) und 
differenzierter Form (Myotuben) sowie Kardiomyozyten aus neonatalen Rattenherzen mit 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (5mM, 12mM und 25mM) für 24 und 72 Stunden 
inkubiert. 
 
3.2 Zellkulturversuche an Skelettmuskelzellen 
Für die Untersuchungen an Skelettmuskelzellen wurden tiefgefrorene C2C12-
Skelettmuskelzellen (Maus Skelettmuskelmyoblasten, ATCC CRL-1772) aufgetaut und in 
Kulturflaschen (75cm2; Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Schweiz) mit Nährmedium 
DMEM 10% FKS (Tabelle 2) für mehrere Tage angezogen und für die jeweiligen Versuche 
auf Zellkulturplatten (TPP, Trasadingen, Schweiz) ausplattiert. Hierzu wurde das 
Nährmedium der Kulturflasche abgesaugt und kurz mit PBS/2mM EDTA (Tabelle 3) gespült. 
Die Zellen wurden mittels Trypsin/EDTA (GIBCO® invitrogen 0,05% Trypsin-EDTA) von 
der Kulturflasche gelöst und mit einer Pasteurpipette in ein 50ml Röhrchen überführt und mit 
10ml DMEM 10% FKS aufgefüllt. Es folgte die Zentrifugation bei Raumtemperatur (RT) für 
10 min bei 300xg. Der Überstand wurde verworfen und das zurückbleibende Zellpellet mit 
einigen Millilitern DMEM 10% FKS resuspendiert. Um diese Zellsuspension von groben 
Zellklumpen zu befreien, wurde die Lösung durch ein 40µm Zellsieb (BD Falcon Cell Culture 
Inserts, New York, USA) in ein neues steriles Röhrchen überführt. Die Menge an 
Zellsuspension pro Loch musste durch Kontrolle unter dem Mikroskop ermittelt werden, 
damit die Zelldichte beim folgenden Ausplattieren nicht zu groß war. Jede Versuchsreihe 
wurde mit einer eigenen Zellsuspension angesetzt. Dadurch wurde sichergestellt, dass jedes 
Kulturplattenloch vergleichbare Zelldichten aufwies. Für die Gewinnung der Proben auf 
RNA-Ebene wurden 12-Loch-Platten (3,596cm2/well TPP, Trasadingen, Schweiz) und auf 
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Proteinebene 6-Loch-Platten (8,962cm2/well) verwendet. Die Untersuchungen erfolgten an 
undifferenzierten C2C12-Myoblasten und differenzierten C2C12-Myotuben. Die Myoblasten 
wurden für die Versuchsdauer ständig in DMEM 10% FKS gehalten. Eine Differenzierung 
der Myoblasten zu Myotuben wurde durch das Umsetzen in DMEM 2% Pferdeserum  
(Tabelle 2) nach 2 Tagen erreicht. Die Zellen wurden bei einer Flächenkonfluenz von ca. 80% 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (5mM, 12mM und 25mM) für 24 und 72 Stunden 
ausgesetzt. Um eventuelle osmotische Beeinflussungen ausschließen zu können, wurden die 
Konzentrationen durch den Zusatz von Mannitol auf 25mosmol Osmolarität gebracht.  
Dies bedeutet, dass die 5mM Glukoselösung mit 20mM Mannitol und die 12mM 
Glukoselösung mit 13mM Mannitol versetzt wurden. Es erfolgte ein täglicher Wechsel des 
Nährmediums. Die Zellen wurden nach 24 und 72 Stunden abgeerntet und den 
unterschiedlichen Untersuchungsmethoden zugeführt. 
 
Tabelle 2: Zusammensetzung der Nährmedien für die Kultivierung von C2C12-
Skelettmuskelzellen 
Substanzen DMEM 10% FKS DMEM 2% Pferd 
DMEM (Dulbecco’s MEM, 1 g/L Glukose, Biochrom AG) 500 ml 500 ml 
Fetales Kälberserum (FKS, Biochrom AG) 50 ml X 
Pferdeserum (Sigma) X 10 ml 
100 µg/ml Penicillin + 100 µg/ml Streptomycin als 
Stammlösung (Sigma) 
5 ml 5 ml 
Gesamtvolumen: 555 ml 555 ml 
Die Substanzen sind jeweils steril zu filtrieren. 
 
Tabelle 3: Zusammensetzung für 10x PBS-Lösung 
Reagenz 1 Liter 
NaCl  81,0 g 
NaH2PO4 x H2O 1,57 g 
Na2HPO4 x 2 H2O  9,78 g 
die Substanzen  auf 1 Liter mit Aqua dest. auffüllen und pH 7,4 
einstellen; für 1x PBS 10 fach verdünnen 
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3.3 Genexpressionsanalysen 
Zur Quantifikation der Genexpression der E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx wurde aus den 
gewonnenen Zellproben die RNA isoliert. Diese konnte in cDNA umgeschrieben werden und 
diente im nächsten Schritt als Template in der quantitativen Polymerase Kettenreaktion  
(qRT-PCR). 
 
3.3.1 RNA Isolation / RNA Quantifikation 
Zur Isolation der RNA wurden die Zellansätze wie folgt verarbeitet. Nach Ablauf der 
jeweiligen Versuchsdauer (24 und 72 Stunden) wurde das Nährmedium der jeweiligen 
Ansätze abgesaugt und es erfolgte ein Waschschritt mit 1-2ml PBS pro Loch der Kulturplatte, 
um das Nährmedium auszuwaschen. Je Loch wurden 400µl Guanidinthiocyanat-Lösung 
(Puffer RLT, RNeasy RNA Isolationskit, Qiagen, Hilden, Deutschland) zugegeben, um die 
Zellen zu lysieren. Davon wurden 350µl in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß überführt und 
anschließend 350µl 70%igen Ethanol zugegeben, um das Bindungsverhalten auf der im 
nächsten Schritt verwendeten Silicagel-Säule zu verbessern. Die durch den Lysepuffer 
freigewordene RNA haftete an der Silicagel-Säule und wurde durch mehrere Wasch- bzw. 
Zentrifugationsschritte nach Angaben des Herstellers (RNeasy RNA Isolationskit, Qiagen, 
Hilden, Deutschland) von diversen Verunreinigungen befreit. Nach dem letzten 
Zentrifungationsschritt bei 14000 U/min, welcher dem Abtrocknen der Membran diente, 
wurde mit 40µl RNase freiem Wasser die RNA von der Säule eluiert (RNeasy RNA 
Isolationskit, Qiagen, Hilden, Deutschland). Durch dieses Verfahren wurden RNA-Moleküle 
mit einer Mindestlänge von 200 Basenpaaren extrahiert, wohingegen alle anderen Moleküle 
entfernt werden konnten. 
 
3.3.2 cDNA-Synthese 
Da das Enzym DNA-Polymerase nur DNA-Moleküle als Template verwenden kann, um neue 
DNA-Abschnitte zu synthetisieren, war es nötig die gewonnene RNA in cDNA 
umzuschreiben. Es wurden die in der Tabelle 4 aufgeführten Reagenzien  
(Sensiscript RT Kit; Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. 
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Tabelle 4: Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes zur Synthese von cDNA 
RTS (omniscript reverse transkriptase) 0,5 µl 
dNTP Mix (5 mM) 1,0 µl 
RT Buffer  1,0 µl 
Random Primer Hexanucleotid (1:30) 1,0 µl 
Volumen des erhaltenen Master Mixes pro Tube 3,5 µl 
RNA in RNase freiem Wasser 6,5 µl 
Gesamtvolumen der Probe 10 µl 
 
Das erhaltene Gemisch aus Mastermix und RNA wurde für 60 min bei 37°C inkubiert und 
anschließend für 3 min bei 70°C erhitzt, wodurch das Enzym Reverse Transkriptase 
denaturiert wurde. Die so gewonnenen cDNA-Ansätze konnten bis zu ihrer Verwendung in 
der RT-PCR bei -80°C eingefroren werden. 
 
3.3.3 Realtime-PCR 
Zur Amplifikation der gewonnenen cDNA-Ansätze wurde eine Realtime-Polymerase-
Kettenreaktion (RT-PCR) durchgeführt. Dieses Verfahren erlaubt es mit Hilfe spezifischer 
Primer die Expression bestimmter Gene einer Zelle gezielt zu quantifizieren. Hierbei erfolgen 
Fluoreszenz-Messungen, die während eines PCR-Zyklus erfasst werden. Die Fluoreszenz 
nimmt proportional mit der Menge des PCR-Produktes zu. Am Ende eines PCR-Laufes,  
der aus mehreren Zyklen besteht, wird anhand der erhaltenen Fluoreszenzsignale die 
Quantifizierung in der exponentiellen Phase der PCR vorgenommen. Zur Fluoreszenzbildung 
kam einerseits der DNA-Farbstoff Sybr-Gold (Invitrogen 10000 fach verdünnt) und 
andererseits spezifische FRET-Sonden (engl. Fluorescence resonance energy transfer) zum 
Einsatz. Sybr-Gold bindet an die DNA, wodurch die Fluoreszenz des Farbstoffs ansteigt, 
somit korreliert die Zunahme der Ziel-DNA mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu 
Zyklus. Das Verfahren der FRET-Methode läuft folgender Maßen ab. Ein Donor-
Fluorochrom, welches durch eine Lichtquelle angeregt wird, gibt einen Teil seiner Energie an 
ein in ausreichender Nähe befindliches Akzeptor-Fluorochrom ab. Zwei verschiedene, jeweils 
mit einem FRET-Donor (Anchor) bzw. FRET-Akzeptor (Sensor) markierte Oligonukleotide 
(Sequenzen Tabelle 7), die nebeneinander an die Ziel-Sequenz binden und damit die 
Fluorochrome in eine für den FRET ausreichende Nähe bringen, wurden als Sonden für die 
Quantifizierung der PCR-Produkte eingesetzt. Um Ungenauigkeiten bei dem Pipitieren zu 
verringern, wurde für jede PCR-Messung je nach Anzahl der Proben ein Mastermix 
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hergestellt. Für jede einzelne Probe wurden 19µl Mastermix benötigt, denen dann  
1µl cDNA-Probe zugesetzt wurde. Die Mengen der verwendeten Reagenzien für je 1µl Probe 
(cDNA-Lösung) sind in Tabelle 5 für die Verwendung von Sybr-Gold und in Tabelle 6 für 
den Einsatz der FRET-Sonden aufgezeigt. 
 
Tabelle 5: Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes für RT-PCR mit Sybr-Gold 
nukleasefreies hochreines Wasser (HPLC - Wasser, Roth) 10,5 µl 
Sybr-Gold (1 x Stammlösung: 10.000 x; Invitrogen) 4,0 µl 
10 x PCR Puffer (Invitrogen) 2,0 µl 
MgCl2 (50mM; Invitrogen) 1,0 µl 
nicht-acetyliertes BSA (5 mg/ml; Sigma) 0,5 µl 
Primer-Mix (je 10 µM sense-/ antisense (TIB Molbiol, Berlin) 0,4 µl 
dNTP-Mix (10mM; Roth) 0,4 µl 
Taq-Polymerase (PlatinumTM Taq; Invitrogen) 0,2 µl 
Volumen des erhaltenen Mastermixes pro Tube 19 µl 
cDNA Reverse Transkriptionsprodukt 1,0 µl 
Gesamtvolumen einer Probe 20 µl 
 
Tabelle 6: Reagenzien zur Herstellung des Mastermixes für RT-PCR mit FRET-Sonden 
nukleasefreies hochreines Wasser (HPLC - Wasser, Roth) 10,9 µl 
10 x PCR Puffer (Invitrogen) 2,0 µl 
MgCl2 (50mM; Invitrogen) 1,0 µl 
nicht-acetyliertes BSA (5 mg/ml; Sigma) 0,5 µl 
Primer sense 1,0 µl 
Primer antisense 1,0 µl 
FRET-Anchor 1,0 µl 
FRET-Sensor 1,0 µl 
dNTP-Mix (10mM; Roth) 0,4 µl 
Taq-Polymerase (PlatinumTM Taq; Invitrogen) 0,2 µl 
Volumen des erhaltenen Mastermixes pro Tube 19 µl 
cDNA Reverse Transkriptionsprodukt 1,0 µl 
Gesamtvolumen einer Probe 20 µl 
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Die so angefertigten Ansätze wurden in genormte Glaskapillaren überführt und vorsichtig 
zentrifugiert, um die Probenmenge in den unteren Teil der Kapillaren zu bringen.  
Dieser Schritt war wichtig, damit eine vergleichbare Detektion aller Proben eines Ansatzes 
durch die Light Cycler Diode gewährleistet werden konnte. Zusätzlich wurde jedes Mal eine 
Negativkontrolle bestehend aus 19µl Mastermix und 1µl nukleasefreien hochreinem Wasser 
(HPLC-Wasser, Roth) mitbestimmt. Die Proben wurden mittels Light Cycler (Roche 
Diagnostics Inc., Mannheim, Deutschland) entsprechend ihrer Annealing Temperatur, mit 
spezifischen Primern amplifiziert (Tabelle 7). 
Der Ablauf einer RT-PCR lässt sich in 50 gleiche Zyklen unterteilen. Im ersten Teil wird der 
Versuchsansatz erhitzt um sicherzustellen, dass alle doppelsträngigen DNA-Moleküle durch 
Aufspaltung ihrer Wasserstoffbrückenbindung in einsträngiger Form vorliegen.  
Danach erfolgt die Primerhybridisierung. Hierbei wird die Temperatur auf eine für jeden 
Primer spezifische Temperatur herunter reguliert. In diesem Schritt erfolgt die Bindung des 
Primers an der Ausgangs-DNA. Im letzten Schritt eines jeden Zyklus wird die Temperatur auf 
jene angehoben, bei der die thermostabile Taq-Polymerase (PlatinumTM Taq; Invitrogen, 
Karlsruhe, Deutschland) ihr Temperaturoptimum hat und entsprechende DNA-Abschnitte 
amplifizieren kann. Dieser Ablauf führt innerhalb der 50 Zyklen zu einem exponentiellen 
Anstieg der eingesetzten cDNA-Abschnitte. Im letzten Teil der PCR wird die Temperatur im 
Light Cycler langsam auf 95°C erhöht. Dieser Schritt dient dazu eine Schmelzkurve zu 
generieren, welche eine Aussage darüber erlaubt, ob wirklich nur die gewünschte  
Template-cDNA amplifiziert wurde. 
 
Tabelle 7: Primer- / FRET-Sonden-Sequenzen, Annealing Temperaturen für RT-PCR von 
C2C12-Zellen 
Gen Primersequenz / FRET-Sonden-Sequenz 
Produkt- 
länge 
Annealing 
Temperatur 
Murf-1 
sense:  5´-GATGTGAAGGAACACGAA-3´ 
antisense:  5´-CCTTCACCTGGTGGCTATTC-3´ 
Anchor:5´-LC640-GCACAAGGAGCAAGTAGGCACCTCAC--PH-3´ 
Sensor: 5´-GCCTGGTGAGCCCCAAACACCT--FL-3´ 
472 bp. 58 °C 
MAFbx 
sense: 5´-CAGACTGGACTTCTCGACTGC-3´ 
antisense:  5´-GAGTCTGGAGAAGTTCCCGTAT-3´ 
Anchor:5´-LC640-GTGGCATCGCCCAAAAGAACTTCATG—PH-3´ 
Sensor: 5´-CTGATAGCAAAGTCACAGCTCACATCCCTG—FL-3´ 
484 bp. 55 °C 
18S 
rRNA 
sense:  5´-ATACAGGACTCTTTCGAGGCCC-3´ 
antisense:  5´-CGGGACACTCAGCTAAGAGCAT-3´ 
254 bp 59 °C 
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3.3.4 Normierung der RT-PCR Produkte 
Um die erhaltenen Werte miteinander vergleichen zu können, wurde neben der Amplifikation 
von MuRF-1 und MAFbx als interner Standard die Menge der 18S ribosomalen RNA (rRNA) 
bestimmt. Dies ermöglichte eine Normierung der Menge der beiden E3-Ligasen auf die 
Menge der 18S rRNA. 
 
3.4 Quantifikation der Protein Expression 
Durch verschiedene intrazelluläre Vorgänge kann gebildete mRNA auf dem Weg zum 
Ribosom, an dem die Translation erfolgt, auch abgebaut werden. Sofern bedeutet eine 
Veränderung auf mRNA-Ebene nicht automatisch eine veränderte Expression auf Protein-
Ebene. Aus diesem Grund war es erforderlich auch die Menge des expremierten Proteins zu 
quantifizieren. 
 
3.4.1 Western Blot 
Für die Analysen auf Protein-Ebene wurden die untersuchten Zellen auf eine andere Methode 
von den Kulturplatten gelöst. Aus diesem Grund erfolgten separate Versuche für die Protein-
Ebene. Die Zellen wurden bis zur Probengewinnung, wie oben beschrieben, in den 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen inkubiert. Nach Ablauf der Versuchsdauer von 24 
bzw. 72 Stunden wurde das Nährmedium aus den Kulturplatten abgesaugt und je Loch 
zweimal mit 1-2ml PBS kurz gewaschen. Dann wurde je Loch 700µl PBS zugegeben und die 
Zellen mittels Zellschaber gelöst. Die Flüssigkeit wurde in ein 1,5ml Eppendorf-Gefäß (Tube) 
überführt und das Kulturplattenloch nochmals mit 700µl PBS gespült. Danach erfolgte ein 
Zentrifugationsschritt bei 4000 U/min für 5 min und ein kurzes Anzentrifugieren bei  
14000 U/min, dadurch bildete sich ein Zellpellet am Boden des Tubes, welches nach 
Abpipitieren der Flüssigkeit in Sticksoff gefroren wurde. Anschließend wurde das Zellpellet 
in 100µl RIPA Puffer (Tabelle 8), versetzt mit Proteaseinhibitoren, resuspendiert und mittels 
Ultraschallbehandlung, 15 Zyklen bei geringer Intensität (Bandelin electronics GW/UW 70) 
homogenisiert. Dies diente der Aufspaltung der Zellstrukturen und so der vermehrten 
Freisetzung der zu analysierenden Proteine. Nach dem Homogenisieren wurden die Ansätze 
für 5 min bei 14000 U/min zentrifugiert und der Überstand als letztendlich zu analysierende 
Probe abpipitiert. Dieser Schritt war nötig um die Proben von festen unlöslichen 
Zellbestandteilen zu trennen. Der erhaltene Überstand wurde anschließend zur 
Proteinbestimmung nach der BCA (Bicinchoninic Acid) Methode verwendet.  
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Hierzu war es notwendig eine Mix working Reagenz (50 Teile Reagenz A und 1 Teil Reagenz 
B; BCA™ Protein Assay Kit, Pierce; USA) herzustellen und diese dann zur Ermittlung einer 
Eichgeraden mit BSA 1 mg/ml in verschiedenen Konzentrationen auf einer 96 well ELISA-
Platte anzusetzen. Weiterhin wurden stets 200µl Mix working Reagenz mit  
5µl Probe + 5µl H2O vorgelegt. Diese Ansätze wurden bei 37°C für 30 min inkubiert. 
Anschließend erfolgte in einem Spektrometer (Lambda Scan 200, MWG – Biotech AG, 
Deutschland) bei 562nm die Messung der optischen Dichte. Nach Ermittlung der Eichgeraden 
war es möglich die Protein-Konzentration der einzelnen Proben zu bestimmen. 20µg der 
jeweiligen Probe wurde mit Lysemedium (5g SDS; 5ml β-Mercaptoethanol; 6,21ml 310mM 
Tris ph 8,3; mit Aqua dest. auf ein Endvolumen von 20ml auffüllen; Spatelspitze 
Bromphenolblau) in einem 0,5ml Tube 10 min bei 95°C denaturiert, dann auf Eis kurz 
abgekühlt, herunter zentrifugiert und schließlich auf einem 12% SDS Polyacrylamidgel 
(Tabelle 9) aufgetragen. 
 
Tabelle 8: Zusammensetzung des RIPA-Puffergemisches mit Proteaseinhibitoren 
Stocklösung: 200 ml Konzentration Mengen 
Tris ph 7,4 50 mM 10 ml 1M Tris /5 ml 2 M Tris 
NP-40 1% 2 ml NP-40 Lsg. 
Na -deoxycholate 0,25% 0,5 g Na-deoxycholate 
NaCl 150 mM 6 ml 5M NaCl 
EDTA 1 mM 400µl 500 mM EDTA 
Frisch zugeben: 
Aprotinine 
Leupeptine 
Pepstatin  
NaF  
Na Orthovanadate  
PMSF  
1 µg/ml 
1 µg/ml 
1 µg/ml 
1 mM 
1 mM 
1 mM 
1 mg/ml H2O (1000-fach) 
1 mg/ml H2O (1000-fach) 
1 mg/ml Methanol (1000-fach) 
4,2 mg/ml H2O 
18,3 mg/ml H2O 
17,4 mg/ml Ethanol 
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Tabelle 9: Reagenzien zur Herstellung eines 12 % SDS Polyacrylamidgels 
Substanzen Trenngel 12% Sammelgel 
Acryl/Bis 
30% Acrylamid (Roth) / 0,8% Bisacrylamid (Serva) 
6,0 ml 2 ml 
LG Puffer 
(1,49g EDTA; 90,86g Tris; 2,0g SDS ad 500 ml Aqua dest.; 
pH 8,8) 
3,75 ml X 
UG Puffer 
(1,49g EDTA; 30,29g Tris; 2,0g SDS ad 500 ml Aqua dest.; 
pH 6,8) 
X 3,3 ml 
Aqua dest. 3,8 ml 7,8 ml 
TEMED 50 µl 40 µl 
APS (10% Amoniumperoxydisulfat, Roth) 90 µl 150 µl 
 
Die Proteine wurden ihrer Größe nach im Trenngel elektrophoretisch aufgetrennt.  
Folgender SDS-Laufpuffer fand dabei Anwendung (30g Tris; 144g Glycin; 5g SDS;  
mit Aqua dest. auf Gesamtvolumen von 1L auffüllen; 5fach verdünnen). Die Elektrophorese 
wurde mit 70V begonnen und nachdem die Proben das Trenngel erreicht hatten auf 90V 
erhöht. Nach Entfernung des Sammelgels, wurde das Trenngel in eine Blotbox, die mit 
Filterpapieren, Transfermembran (Polyvinyldenfluorid Roti®-PVDF, Roth) und 
Transferpuffer (10ml SDS-10x-Transferpuffer (144,1g Glycin, 30,28g Tris, 2g SDS; mit 
Aqua dest. auf 1L Endvolumen auffüllen + 20ml Methanol (Roth) + 70ml Aqua dest.) 
vorbereitet war, überführt. Die Proteine wurden für 1,5 Stunden bei 10V und 400mA vom 
Trenngel auf die PVDF-Membran übertragen. Nach Abschluss des Blottingverfahrens 
erfolgte eine Spülung in TTBS-Puffer (TTBS: 60,6g Tris; 292,2g NaCl; 5ml Tween 20, Roth; 
mit Aqua dest. auf 2L; pH 7,4; 5fach verdünnen) und die Membrantrocknung.  
Vor der Weiterverwendung musste die Membran in Methanol getränkt werden, um eine 
Hydrophilität herzustellen. Nach diesem Schritt wurde die Transfermembran in TTBS-Puffer 
mit 5% Magermilchpulver (Serva, Heidelberg, Deutschland) für 1 Stunde geblockt.  
Nun wurde in TTBS-Puffer mit 1% Magermilchpulver und dem primären Antikörper für 
mehrere Stunden inkubiert, erst 1 h auf einer Schwenkplatte und dann über Nacht bei 4°C im 
Kühlschrank. Es fand ein spezifischer Antikörper gegen MuRF-1 (MuRF-1-RI avian IgY 
0,57µg/µl, unter freundlicher Bereitstellung von Siegfried Labeit, Mannheim,  
1:1000 verdünnt) Anwendung. 
Da zum Studienzeitpunkt kein Antikörper gegen MAFbx kommerziell verfügbar war, konnte 
eine Analyse für MAFbx nicht erfolgen. 
 Materialien / Methoden 21 
Nach dreimaligem Waschen für je 10 min in TTBS-Puffer, erfolgte die Inkubation mit dem 
sekundären Antikörper (Anti-Chicken IgY HRP Conjugate 1mg/ml, Promega Madison, WI 
USA., 1:1000 verdünnt) wiederum in 1% Milch-TTBS-Gemisch für 1 Stunde. Nach erneutem 
Waschschritt mit TTBS-Puffer 3x 10 min folgte die Behandlung mit einer 
Chemilumineszenz-Lösung (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo 
Seintific) für 5 Minuten. Die Peroxidase des sekundären Antikörpers reagierte mit dieser 
Lösung, wodurch sich eine Chemilumineszenz entwickelte, die später mit einem 
Autoradiographiefilm (Amersham Hyperfilm ECL, GE Healthcare, high performance 
chemiluminescence film) bei unterschiedlicher Exposition dargestellt werden konnte.  
Die Intensität der abgebildeten Banden wurde anschließend densitometrisch (OneD-Scan, 
Scanalytics, Billerica, USA) ausgewertet. Weiterhin erfolgte eine Analyse mit Antikörper 
gegen GAPDH (Hytest Ltd., Turku, Finnland 1:30000 verdünnt) als primärer und Anti-Maus 
(Anti-Mouse IgG, Peroxidase Conjugate A9044, Sigma, Deutschland 1:10000 verdünnt) als 
sekundärer Antikörper. Die Inkubation des primären Antikörpers über Nacht war hierbei nicht 
notwendig, eine Inkubationszeit von jeweils 1 Stunde war ausreichend. Mit den erhaltenen 
Werten konnten Differenzen bei der Beladung der Geltaschen oder der Übertragung beim 
Blottingverfahren normiert werden. 
 
3.5 Quantifikation von ubiquitinylierten Proteinen 
Nachdem die Zellproben auf verstärkte mRNA-Expression von MuRF-1 und MAFbx mittels 
RT-PCR und erhöhte Proteinexpression von MuRF-1 mittels Western Blot untersucht 
wurden, sollte ein funktioneller Nachweis der beiden E3-Ligasen die Datenlage untermauern. 
Hierzu wurden die Zellproben einer Western Blot Analyse mit einem speziellen Antikörper 
(D058-3 Anti multi-ubiquitin, MBL, Woburn, CA; 1:1000 verdünnt) gegen ubiquitinylierte 
Proteine unterzogen. Dieser Antikörper detektierte nur Ubiquitin, das an Proteine gebunden 
war, und kein freies Ubiquitin. Nachdem die Proben, wie oben schon beschrieben, mit dem 
sekundären Antikörper (Anti-Mouse IgG, Peroxidase Conjugate, Sigma, Deutschland 1:10000 
verdünnt) inkubiert, gewaschen und mit Chemilumineszenz behandelt wurden, konnten die 
Banden der Autoradiographiefilme mittels optischer Dichtemessung unter Benutzung von  
1-D analysis software package (One-Dscan, Scanalytics, Billerica, MA, USA) ausgewertet 
und somit die Menge an ubiquitinyliertem Protein quantifiziert werden. 
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3.6 Zellkulturversuche an Herzmuskelzellen 
Um den Einfluss der erhöhten Glukosekonzentration auf die Expression der E3-Ligasen bei 
Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden neonatale Kardiomyozyten von ein bis drei Tage 
alten Wistar Ratten als Untersuchungsmaterial in der Zellkultur verwendet. 
 
3.6.1 Isolierung von neonatalen Rattenkardiomyozyten 
Im ersten Schritt wurde das Myokard der Tiere nach Dekapitierung, welche durch die 
Regierungsdirektion Leipzig genehmigt wurde (TVV-Nr. 30/09 und 85/09), entnommen und 
in eine auf Eis befindliche PBS/Glukose-Lösung (360mg Glukose/100ml PBS) gegeben.  
Die Herzen wurden grob von Blut und Gewebeverunreinigungen befreit und in eine neue 
Petrischale mit PBS/Gluk-Lösung überführt und hier mittels einer kleinen Schere zu einem 
möglichst homogenen Gewebebrei zerkleinert. Weiterhin musste eine Kollagenase-Lösung 
vorbereitet werden (59,5mg Kollagenase Typ 2 (265 U/mg) Worthington, USA; 0,5g 
Albumin (Roth); in 50ml PBS/Gluk-Lösung; steril filtriert und kühl gestellt). Der Gewebebrei 
wurde mittels Pasteurpipette in ein 50ml Tube überführt, mit 7ml Kollagenase-Lösung 
versetzt und anschließend für 5 Minuten im Wasserbad bei 37°C geschüttelt. Der entstandene 
Überstand wurde abpipitiert, in ein neues 50ml Röhrchen gebracht und mit 7ml Stopp-Lösung 
(Tabelle 8) aufgefüllt. Diese Schritte wurden so lange wiederholt bis die Kollagenase-Lösung 
aufgebraucht war und zwei 50ml Tubes gefüllt waren. Als Abschluss wurde mit 7ml Stopp-
Lösung gespült. Im nächsten Schritt wurden die beiden 50ml Tubes bei RT 700 U/min für  
5 min zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde mit je 10ml 
Wachstumsmedium (Medium Tag 1, Tabelle 10) pro Tube resuspendiert. Um grobe 
Verunreinigungen zu entfernen, wurden die Zellsuspensionen durch ein 70µm Zellsieb  
(BD Falcon Cell Strainer, New York, USA) in einem neuen sterilen Gefäß zusammengeführt. 
Weiterhin war es vor dem Ausplattieren wichtig, die neonatalen Kardiomyozyten von anderen 
im Homogenat befindlichen Zellen (hauptsächlich Fibroblasten) zu separieren. Dazu wurden 
die 20ml Zellsuspension in eine 75cm2 Gewebekulturflasche gegeben und anschließend für  
30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Der Überstand wurde abpipitiert und in eine neue 
75cm2 Gewebekulturflasche überführt und nochmals 30 min inkubiert. Diese Technik wird als 
differential attachment technique (Müller-Werdan et al. 1998) bezeichnet. Das Prinzip dieser 
Technik beruht auf dem unterschiedlich schnellen Absinken der Zellen im Medium.  
Während Nicht-Muskel-Zellen, vor allem Fibroblasten, absinken, schwimmen die 
Muskelzellen länger im Medium und können so im Überstand extrahiert werden.  
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Dadurch gelang es den Nicht-Muskel-Zellanteil in der späteren Zellkultur auf unter 20% zu 
reduzieren. 
 
3.6.2 Ermittlung der Zellanzahl / Anzucht der Zellen 
Um genügend auswertbares Zellmaterial gewinnen zu können, mussten die Kardiomyozyten 
mit einer ausreichend hohen Zelldichte angezüchtet werden. Hierzu war es notwendig die 
Zellzahl in der Lösung  unter Verwendung einer Neubauer Zählkammer zu bestimmen.  
Es wurden 10µl Zellsuspension mit 10µl Trypanblau gemischt. Das Trypanblau dringt durch 
defekte Zellmembranen in abgestorbene Zellen ein und bindet dort an zytosolische Proteine. 
Dadurch ist die Unterscheidung zwischen blaugefärbten, toten Zellen und farblosen, lebenden 
Zellen unter dem Mikroskop möglich. Es wurden 10µl Zellsuspension/Trypanblau-Lösung in 
die Kammer eingebracht und nach Auszählung der Quadranten der Zählkammer sowie 
Mittelwertbildung, war es möglich die Zellzahl lebender Zellen pro Milliliter Zellsuspension 
zu bestimmen. Die Kardiomyozyten wurden auf 12-Loch (für RNA-Analyse) sowie 6-Loch 
(für Protein-Analyse) Kulturplatten mit einer Zelldichte von ca. 400-500000 Zellen/cm2 
ausplattiert. Um ein besseres Anwachsen der Kardiomyozyten zu gewährleisten, mussten die 
Kulturplatten mit 1%iger Gelatine beschichtet werden. Jedes Loch der Kulturplatte wurde mit 
ca. 1ml 1%iger Gelatine befüllt (4g Gelatine, Merck; ad 400ml Aqua dest.; autoklaviert), 
welche nach 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank wieder abgesaugt wurde. 
 
3.6.3 Kultivierung der Kardiomyozyten 
Die Zellen wurden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Nach 24 Stunden wurde das 
Nährmedium (Medium Tag 1, Tabelle 10) abgesaugt und durch das Folgemedium  
(Tabelle 10) ersetzt. Dieses wurde bis zum Abschluss der Testreihen täglich gewechselt.  
Die Kardiomyozyten begannen nach maximal 48 Stunden in der Nährlösung zu kontrahieren, 
dies konnte unter dem Mikroskop kontrolliert werden. Sobald ein relativ homogen 
kontrahierender Zellrasen aus Kardiomyozyten zu erkennen war, konnten die Testreihen 
begonnen werden. Hierzu wurden die Herzmuskelzellen ebenfalls für 24 und 72 Stunden den 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (5mM, 12mM und 25mM Glukose) ausgesetzt.  
Es erfolgten mehrfache Ansätze jedes Zeit/Konzentrationsversuches. Da zur Zellanzucht der 
jeweiligen Versuchsreihe dieselbe Zellsuspension in gleicher Menge verwendet wurde, 
konnten die Mehrfachansätze untereinander verglichen werden. Jedes Loch der Kulturplatten 
wies somit vor Versuchsbeginn vergleichbare Zelldichten auf. 
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Tabelle 10: Zusammensetzung der Nährmedien für die Isolierung und Kultivierung von 
neonatalen Rattenkardiomyozyten 
Substanzen Stopp-Lösung 
Medium Tag 1 
(bis 24 h) 
Folgemedium 
(ab 24 h) 
M199 (Early ‘Salt, HEPES) 465 ml 415 ml 435 ml 
Fetales Kälberserum 25 ml 25 ml 5 ml 
Pferde Serum X 50 ml 50 ml 
100 µg/ml Penicillin + 100 µg/ml Streptomycin 
als Stammlösung 
10 ml 10 ml 10 ml 
Gesamtvolumen: 500 ml 500 ml 500 ml 
Die Substanzen sind jeweils steril zu filtrieren. 
 
3.7 Testreihen mit GLP-1-Analogon Liraglutid 
Um den Einfluss des Glukagon-Like-Peptide-1 (GLP-1) Analogons Liraglutid (Victoza®  
6 mg/ml Injektionslösung im Fertigpen, Novo Nordisk, Deutschland) auf die Expression der 
E3-Ligasen sowie die Apoptoserate der Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden zusätzliche 
Versuchsreihen durchgeführt. Die Herzmuskelzellen wurden, wie schon beschrieben, isoliert, 
kultiviert und in den unterschiedlichen Glukosekonzentrationen mit Zusatz von Liraglutid 
(0,12 mg/ml Folgemedium) inkubiert. Als Vergleichsreihe erfolgten jeweils parallel Versuche 
ohne Liraglutid-Zusatz. Auch bei diesen Testreihen wurde das Nährmedium täglich 
gewechselt. 
 
3.8 Analysen der Kardiomyozyten-Versuche 
Bei der Probengewinnung und Analyse der Kardiomyozyten wurden die gleichen, schon für 
Skelettmuskelzellen beschriebenen, Verfahren und Techniken durchgeführt.  
Zur Genexpressionsanalyse erfolgte die RNA-Isolierung, Umschreibung in cDNA und 
anschließende Durchführung der RT-PCR. Da es sich um Zellmaterial aus Ratten handelte, 
mussten andere spezifische Primer (Tabelle 11) verwendet werden. Die RT-PCR wurde mit 
Sybr-Gold für die Gene MuRF-1 und MAFbx sowie zur Normierung für 18S durchgeführt. 
Die entsprechende Zusammensetzung des Mastermixes pro 1µl Probe sind in Tabelle 5, Seite 
16, ersichtlich. 
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Tabelle 11: Primer-Sequenzen, Annealing Temperaturen für RT-PCR von neonatalen 
Rattenkardiomyozyten 
Gen Primersequenz 
Produkt- 
länge 
Annealing 
Temperatur 
MuRF-1 
sense:  5´-TCCAAGGACAGAAGACTGAACT-3´ 
antisense:  5´-TGGAAGCTTCTACAATGCTCTT-3´ 
472 bp. 59 °C 
MAFbx 
sense: 5´-GGTCCAGAGAGTCGGCAAGT-3´ 
antisense:  5´-GGAGCAGCTCTCTGGGTTGT-3´ 
484 bp. 62 °C 
18S 
rRNA 
sense:  5´-ATACAGGACTCTTTCGAGGCCC-3´ 
antisense:  5´-CGGGACACTCAGCTAAGAGCAT-3´ 
254 bp 59 °C 
 
Die Analysen auf Protein-Ebene wurden nach der gleichen Vorgehensweise, wie schon bei 
den Skelettmuskelzellen beschrieben, mittels Western Blot durchgeführt. Eine Bestimmung 
für MAFbx war, aus schon genanntem Grund, auch hier nicht möglich. 
 
3.9 Apoptose-Bestimmungen 
Um den Einfluss der erhöhten Glukosekonzentration auf die Apoptoserate der Skelett- sowie 
der Herzmuskelzellen zu untersuchen wurden unabhängige Versuche durchgeführt.  
Als relevante Versuchszellen wurden C2C12-Myotuben (differenzierte C2C12-
Skelettmuskelzellen) und Kardiomyozyten betrachtet. Da sich in den bereits erfolgten 
Versuchen und den Apoptose-Messungen der Einfluss der erhöhten Glukosekonzentration erst 
ab 72 Stunden zeigte, wurde die Wirkung von Liraglutid bei Kardiomyozyten für die 
Versuchsdauer von 72 Stunden analysiert. Die Zellen wurden jeweils, wie oben beschrieben, 
vorbereitet und den unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (5mM, 12mM und 25mM) 
für 24 und 72 Stunden ausgesetzt und anschließend einer Apoptosemessung zugeführt.  
Mit Hilfe des Cell Death Detection ELISA Kits (Roche Diagnostics) (Enzyme Linked 
Immunosorbent Assay) lässt sich DNA-Fragmentierung in Zelllysaten feststellen und somit 
Apoptose messen. Der Test basiert auf dem quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-
Prinzip unter Verwendung zweier Antikörper gegen DNA und Histon-Proteine.  
Dies ermöglicht den spezifischen Nachweis von Mono- und Oligonukleosomen in der 
zytoplasmatischen Fraktion von Zelllysaten. Im ersten Inkubationsschritt wird ein Anti-
Histon-Antikörper adsorptiv an der Wand einer Mikrotiterplatte fixiert, anschließend werden 
unspezifische Bindungsstellen mit Inkubationspuffer abgesättigt. Im zweiten 
Inkubationsschritt werden die in der Probe enthaltenen Nukleosomen über ihren Histon-Anteil 
von dem an der Wand immobilisierten Antikörper gebunden. Im dritten Inkubationsschritt 
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bindet Anti-DNA-Peroxidase (POD) an den DNA-Anteil der Nukleosomen.  
Nach Auswaschen des ungebundenen Peroxidase-Konjugates wird der Anteil der im 
Immunkomplex fixierten Peroxidase mit ABTS als Substrat photometrisch gemessen.  
Die Zellen wurden nach der jeweiligen Versuchsdauer in 12-Loch Kulturplatten der 
Apoptosemessung unterzogen. Nach Absaugen des Nährmediums und Spülen mit 1 ml PBS 
wurden die Zellen mit 400µl Lysispuffer pro Loch für 30 min bei RT inkubiert.  
Die Flüssigkeit wurde in ein Eppendorf-Gefäß überführt und bei 200xg für 10 min 
zentrifugiert. 20µl des Überstandes der jeweiligen Proben wurde auf die Streptavidin-
beschichtete Mikrotiterplatte gegeben. Nach Zugabe von 80μl Immunreagenz Lösung wurden 
die Proben unter moderatem Schütteln für 2 Stunden bei RT inkubiert. Die Platte wurde 
dreimal mit Inkubationspuffer gewaschen bevor 100μl ABTS-Lösung zugegeben wurde. 
Anschließend erfolgte nochmals eine Inkubation bei RT für 10-20 min, bis sich eine 
Farbentwicklung zeigte. Nach Zugabe von 100µl ABTS-Stopp-Lösung wurde die 
Farbreaktion bei 405nm im Spektrometer (Lambda Scan 200, MWG – Biotech AG, 
Deutschland) gemessen. Die erhaltenen Werte wurden miteinander verglichen, wobei die 
Werte bei 5mM Glukoselösung als Standard gesehen und auf den Wert 1 gesetzt wurden. 
 
3.10 Statistische Analyse 
Um Zufallsergebnisse zu verhindern, wurde jede Konzentrations-/Zeit-Messung mehrfach 
angesetzt. Für alle Bestimmungen wurde der Mittelwert ± SEM (Standard error of the mean) 
und die Anzahl der Versuche angegeben. Die Werte für 5mM Glukosekonzentration wurden 
jeweils als Standard verstanden und auf den Wert 1 gesetzt. Hierzu wurde der Mittelwert bei 
5mM ins Verhältnis zu jedem anderen Wert der gleichen Versuchsreihe gebracht.  
Damit waren Ergebnisse anderer Versuchsreihen untereinander vergleichbar. Die Daten für 
die unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (5mM, 12mM und 25mM) wurden durch die 
einfache Varianzanalyse (One-Way-ANOVA) und den Turkey-Kramer Multiple 
Comperension Test ausgewertet. Alle Unterschiede mit einem p<0,05 wurden als statistisch 
signifikant angesehen. 
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4 Ergebnisse 
 
4.1 Analysen für Myoblasten 
Wie oben beschrieben, wurden C2C12-Skelettmuskelzellen aus Mäusen in undifferenzierter 
Form (Myoblasten) den unterschiedlichen Glukosekonzentrationen für 24 und 72 Stunden 
ausgesetzt und anschließend die Expression der E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx auf RNA-
Ebene analysiert. Als Standardkonzentration diente jeweils die 5mM Glukoselösung, die auf 
den Wert 1 gesetzt und ins Verhältnis zu den anderen Ergebnissen gebracht wurde. 
Es zeigte sich, dass die Expression sowohl von MuRF-1 als auch von MAFbx nach 24 
Stunden auf einem gleichen Niveau zu 5mM blieb. Jedoch konnte eine signifikante Zunahme 
der mRNA-Expression nach 72 Stunden für MuRF-1 und MAFbx (siehe Tabelle 12;  
Abb. 4 und 5) verzeichnet werden. Es erfolgten mehrfache Ansätze (n = 3-6) für die 
jeweiligen Konzentrations-/Zeit-Versuche. Die Ergebnisse werden jeweils mit Mittelwert ± 
SEM (Standard error of the mean) angegeben.  
 
Tabelle 12: C2C12 Myoblasten mRNA-Expression in arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
MuRF-1 
24 h 1,0±0,21 1,04±0,13 0,89±0,13 
72 h 1,0±0,14 1,84±0,16 2,43±0,60* 
MAFbx 
24 h 1,0±0,15 0,92±0,07 1,04±0,16 
72 h 1,0±0,09 1,56±0,38 2,11±0,32* 
* p<0,05 vs. 5mM 
 
Abb. 4: mRNA-Expression in C2C12 Myoblasten von MuRF-1 nach 24 h (li.) und 72 h (re.) 
Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
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Abb. 5: mRNA-Expression in C2C12 Myoblasten von MAFbx nach 24 h (li.) und 72 h (re.) 
Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
4.2 Analysen für Myotuben 
Um den Einfluss der erhöhten Glukosekonzentration an Zellen zu untersuchen, die der 
Skelettmuskulatur sehr ähnlich sind, erfolgten weitere und intensivere Analysen an 
differenzierten C2C12-Skelettmuskelzellen (Myotuben). Diese Zellen wurden, wie oben 
beschrieben, aus Myoblasten differenziert und in den unterschiedlichen 
Versuchskonzentrationen inkubiert. Die Analysen auf RNA-Ebene mittels RT-PCR zeigten, 
wie auch schon bei den Myoblasten, keine gesteigerte Expression nach 24 h, jedoch eine 
signifikante Zunahme der Expression nach 72 h für MuRF-1 und MAFbx (siehe Tabelle 13; 
Abb. 6 und 7). Zusätzlich konnte eine signifikante Abnahme der Expression von MAFbx nach 
72 h zwischen 12mM und 25mM festgestellt werden. 
 
Tabelle 13: C2C12 Myotuben mRNA-Expression in arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
MuRF-1 
24 h 1,0±0,20 0,87±0,17 0,95±0,19 
72 h 1,0±0,24 5,32±0,79* 4,94±0,75* 
MAFbx 
24 h 1,0±0,15 0,82±0,11 0,84±0,13 
72 h 1,0±0,19 3,56±0,26* 2,27±0,31* + 
* p<0,05 vs. 5mM; + p<0,05 vs. 12mM 
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Abb. 6: mRNA-Expression in C2C12 Myotuben von MuRF-1 nach 24 h (li.) und 72 h (re.) 
Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
 
Abb. 7: mRNA-Expression in C2C12 Myotuben von MAFbx nach 24 h (li.) und 72 h (re.) 
Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
Da durch zelluläre Abbauprozesse eine veränderte mRNA-Expression nicht gleichbedeutend 
mit einer veränderten Protein-Expression ist, wurde die Menge an Protein für MuRF-1 mittels 
Western Blot bestimmt. Eine Normierung fand durch zusätzliche Messung der GAPDH statt. 
Hier konnte nach 24 h ein Trend (p=0,08 bzw. p=0,09; Abb. 8), aber noch keine signifikante 
Zunahme an Protein für MuRF-1 festgestellt werden. Nach 72 h zeigte sich jedoch ein 
signifikanter Zuwachs der Proteinmenge (siehe Tabelle 14; Abb. 8). Somit konnten die 
Ergebnisse der mRNA-Expression auch auf Protein-Ebene bestätigt werden. 
Da zum Zeitpunkt der Messreihen kein spezifischer Antikörper gegen MAFbx erhältlich war, 
konnte keine Quantifizierung für MAFbx erfolgen. 
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Tabelle 14: C2C12 Myotuben Protein-Expression in arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
MuRF-1 
24 h 1,0±0,43 2,13±0,36 1,71±0,11 
72 h 1,0±0,09 1,68±0,10 2,83±0,61* 
* p<0,05 vs. 5mM 
 
 
Abb. 8: Protein-Expression in C2C12 Myotuben von MuRF-1 nach 24 h (li.) und 72 h (re.) 
Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
Um zu untersuchen, ob die Veränderungen auf RNA- und Protein-Ebene auch eine 
funktionelle Bedeutung für den Protein-Stoffwechsel der Muskelzelle hat, wurde mittels 
Western Blot die Menge an ubiquitinylierten Protein bestimmt. Auch hier erfolgte die 
Normierung mit GAPDH. Es zeigte sich eine signifikante Erhöhung an ubiquitinylierten 
Protein sowohl nach 24 h als auch nach 72 h im Vergleich zur Standardkonzentration von 
5mM Glukose (siehe Tabelle 15; Abb. 9 und 10). 
 
Tabelle 15: C2C12 Myotuben ubiquitinylierte Proteine in arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
Poly-
Ubiquitin 
24 h 0,87±0,23 1,19±0,20 1,84±0,24* 
72 h 1,0±0,25 2,86±0,41* 3,38±0,29* 
* p<0,05 vs. 5mM 
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Abb. 9: Detektion ubiquitinylierter Proteine 24 h (li.) und 72 h (re.) nach Inkubation von C2C12 
Myotuben mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
 
Abb. 10: Quantifikation ubiquitinylierter Proteine 24 h (li.) und 72 h (re.) nach Inkubation von 
C2C12 Myotuben mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
4.3 Analysen für Kardiomyozyten 
Um den Einfluss der Hyperglykämie in der Zellkultur auf die Expression von MuRF-1 und 
MAFbx an Kardiomyozyten zu untersuchen, wurden gleiche Versuche und Analysen, wie für 
C2C12 Myotuben, an neonatalen Rattenkardiomyozyten durchgeführt. Hier konnte nach 24 h 
eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression von MuRF-1 bei 25mM im Vergleich zu 
5mM und 12mM Glukosekonzentration gezeigt werden. Nach 72 h hingegen blieb die 
Expression für diese E3-Ligase bei allen drei Konzentrationen auf gleichem Niveau.  
Die Ergebnisse für MAFbx gestalteten sich etwas anders. Nach 24 h war keine signifikante 
Veränderung zu verzeichnen. Jedoch konnte nach 72 h eine signifikante Zunahme bei 25mM 
Glukose im Vergleich zum Standard festgestellt werden (siehe Tabelle 16; Abb. 11 und 12). 
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Tabelle 16: neonatale Rattenkardiomyozyten mRNA-Expression in arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
MuRF-1 
24 h 1,0±0,10 1,09±0,11 0,61±0,10* + 
72 h 1,0±0,08 0,99±0,09 1,06±0,10 
MAFbx 
24 h 1,0±0,11 1,12±0,14 0,83±0,12 
72 h 1,0±0,08 1,32±0,14 1,57±0,16* 
* p<0,05 vs. 5mM; + p<0,05 vs. 12mM 
 
  
Abb. 11: mRNA-Expression in neonatalen Rattenkardiomyozyten von MuRF-1 nach 24 h (li.) 
und 72 h (re.) Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
Abb. 12: mRNA-Expression in neonatalen Rattenkardiomyozyten von MAFbx nach 24 h (li.) 
und 72 h (re.) Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
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Auch für die Kardiomyozyten wurde die Proteinmenge an MuRF-1 mittels Western Blot 
bestimmt. Hier zeigte sich, dass nach 24 h die Menge an MuRF-1 von der geringen zur hohen 
Glukosekonzentration tendenziell anstieg. Nach 72 h konnte vorerst eine signifikante 
Abnahme der Proteinmenge zwischen 5mM und 12mM festgestellt werden.  
Jedoch zeigte sich im weiteren Verlauf eine signifikante Zunahme an MuRF-1 zwischen 5mM 
und 25mM sowie zwischen 12mM und 25mM (siehe Tabelle 17; Abb. 13). 
 
Tabelle 17: neonatale Rattenkardiomyozyten Protein-Expression in arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
MuRF-1 
24 h 1,0±0,20 1,27±0,11 1,54±0,07 
72 h 1,0±0,06 0,57±0,09* 1,53±0,14* + 
* p<0,05 vs. 5mM; + p<0,05 vs. 12mM 
 
 
Abb. 13: Protein-Expression in neonatalen Rattenkardiomyozyten von MuRF-1 nach 24 h (li.) 
und 72 h (re.) Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
Bei der Bestimmung der Menge an ubiquitinylierten Protein, konnten bei den 
Kardiomyozyten keine signifikanten Veränderungen dargestellt werden. Dennoch war eine 
gewisse Tendenz (Tabelle 18; Abb. 14 und 15) zu erkennen, die den Ergebnissen der Protein-
Expression von MuRF-1 ähnelte. Dies wird beim Vergleich der grafischen Darstellungen 
Abb. 13 und Abb. 15 deutlich. Nach 24 h scheint es zu einer Zunahme an ubiquitinylierten 
Proteinen zu kommen und nach 72 h zu einem Abfall bei 12mM sowie wiederum einer 
Zunahme bei 25mM Glukosekonzentration. 
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Tabelle 18: neonatale Rattenkardiomyozyten ubiquitinylierte Proteine in arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
Poly-
Ubiquitin 
24 h 1,0±0,33 1,36±0,19 1,52±0,51 
72 h 1,0±0,17 0,57±0,17 1,13±0,32 
 
  
Abb. 14: Detektion ubiquitinylierter Proteine in neonatalen Rattenkardiomyozyten nach 24 h 
(li.) und 72 h (re.) Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
  
Abb. 15: Quantifikation ubiquitinylierter Proteine in neonatalen Rattenkardiomyozyten nach  
24 h (li.) und 72 h (re.) Inkubation mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
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4.4 Wirkung von Liraglutid auf die Expression an Kardiomyozyten 
Um die Wirkung des GLP-1-Analogons Liraglutid auf die Expression der E3-Ligasen  
MuRF-1 und MAFbx zu testen, wurden den Konzentrations-Zeitansätzen der 
Kardiomyozyten 0,12mg Liraglutid pro 1ml Nährlösung zugesetzt. Da die schon bekannten 
Ergebnisse für Kardiomyozyten nach 72 h signifikante Erhöhungen zeigten, stand die 
Wirkung von Liraglutid nach der Versuchsdauer von 72 h im Fokus der Betrachtung.  
Die Analysen auf mRNA-Ebene wurden auf gleiche Weise, wie bei den anderen Versuchen, 
mittels RT-PCR bestimmt. Wiederum wurden die Ergebnisse der 5mM Glukosekonzentration 
als Standard gerechnet. Die Bestimmungen der Versuche ohne GLP-1-Zusatz wurden mit 
denen mit GLP-1-Zusatz verglichen. Es zeigte sich, dass die mRNA-Expression von MuRF-1 
sowohl mit als auch ohne den Zusatz von Liraglutid auf einem gleichen Niveau blieb.  
Jedoch konnte die signifikante Zunahme an MAFbx nach 72 h durch den Zusatz von 
Liraglutid verhindert werden (siehe Tabelle 19; Abb. 16 und 17). 
 
Tabelle 19: neonatale Rattenkardiomyozyten mRNA-Expression ohne/mit GLP-1 in arbitrary 
units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
MuRF-1 72 h 1,0±0,08 0,99±0,09 1,06±0,10 
+ GLP-1 72 h 1,0±0,18 1,06±0,09 1,04±0,15 
MAFbx 72 h 1,0±0,08 1,32±0,14 1,57±0,16* 
+ GLP-1 72 h 1,0±0,13 1,06±0,11 1,01±0,10 
* p<0,05 vs. 5mM 
 
Abb. 16: mRNA-Expression von MuRF-1 ohne/mit GLP-1-Zusatz nach 72 h Inkubation von 
neonatalen Rattenkardiomyozyten mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
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Abb. 17: mRNA-Expression von MAFbx ohne/mit GLP-1-Zusatz nach 72 h Inkubation von 
neonatalen Rattenkardiomyozyten mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
Die Auswertung der Proteinmengen mittels Western Blot zeigte bei den Ansätzen mit 
Liraglutid nach 72 h eine signifikante Abnahme an MuRF-1 zwischen 12mM und 25mM im 
Vergleich zu 5mM Standard. Die Ergebnisse wurden ebenfalls mit den Werten der  
Nicht-GLP-1-Reihe verglichen und ergaben unterschiedlichste Signifikanzen zwischen den 
verschiedenen Ansätzen (siehe Tabelle 20; Abb. 18 und 19). 
 
Tabelle 20: neonatale Rattenkardiomyozyten Protein-Expression ohne/mit GLP-1 in arbitrary 
units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
MuRF-1 72 h 1,0±0,06 0,57±0,09 1,53±0,14* + 
+ GLP-1 72 h 1,0±0,17 0,36±0,12* 0,40±0,09* 
* p<0,05 vs. 5mM; + p<0,05 vs. 12mM 
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Abb. 18: (A) Detektion und (B) Quantifikation der Protein-Expression von MuRF-1 nach 72 h 
Inkubation von neonatalen Rattenkardiomyozyten mit GLP-1-Zusatz und mit 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen. 
 
 
Abb. 19: Protein-Expression von MuRF-1 ohne/mit GLP-1-Zusatz nach 72 h Inkubation von 
neonatalen Rattenkardiomyozyten mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
 
Auch bei der Bestimmung der Menge an ubiquitinylierten Protein nach 72 h konnte ein 
Unterschied zwischen den Ansätzen ohne und denen mit Liraglutid-Zusatz festgestellt 
werden. Es zeigte sich ein Trend (p=0,09) zur Abnahme an ubiquitinylierten Protein bei den 
erhöhten Glukosekonzentrationen 12mM und 25mM im Vergleich zu 5mM.  
Die schon beschriebenen Ergebnisse der Ubiquitinylierung bei Kardiomyozyten nach 72 h, 
wurden mit den Werten der GLP-1-Reihe verglichen. Hier war ersichtlich, dass durch den 
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Zusatz von Liraglutid ein Anstieg an ubiquitinylierten Protein verhindert werden konnte 
(siehe Tabelle 21; Abb. 20 und 21). 
 
Tabelle 21: neonatale Rattenkardiomyozyten ubiquitinylierte Proteine ohne/mit GLP-1 in 
arbitrary units ± SEM 
Gen Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
Ubiquitin 72 h 1,0±0,17 0,57±0,17 1,13±0,32 
+ GLP-1 72 h 1,0±0,19 0,71±0,20 0,40±0,17 
 
  
Abb. 20: (A) Detektion und (B) Quantifikation ubiquitinylierter Proteine nach 72 h Inkubation 
von neonatalen Rattenkardiomyozyten mit GLP-1-Zusatz und mit unterschiedlichen 
Glukosekonzentrationen 
 
Abb. 21: Quantifikation ubiquitinylierter Proteine ohne/mit GLP-1-Zusatz nach 72 h 
Inkubation von neonatalen Rattenkardiomyozyten mit unterschiedlichen 
Glukosekonzentrationen 
 Ergebnisse 39 
4.5 Apoptoserate bei Myotuben und Kardiomyozyten 
Unter Verwendung des Cell Death Detection Kits (Roche Diagnostics) wurde der Einfluss der 
Hyperglykämie in der Zellkultur auf die Apoptoserate an C2C12 Myotuben und neonatalen 
Rattenkardiomyozyten analysiert. Die im Spektrometer bei 405nm gemessenen 
Farbreaktionen wurden miteinander verglichen. Hierbei wurden die Bestimmungen für 5mM 
Glukosekonzentration wiederum als Standard angenommen und ins Verhältnis zu den anderen 
Ergebnissen einer Versuchsreihe gesetzt. 
Die Untersuchungen an Myotuben zeigten keine Veränderungen nach 24 h Inkubation.  
Jedoch konnte eine signifikante Steigerung der Apoptoserate bei einer Glukosekonzentration 
von 25mM im Vergleich zu 5mM und 12mM festgestellt werden (siehe Tabelle 22; Abb. 22). 
 
Tabelle 22: C2C12 Myotuben Apoptoserate OD bei 405nm ± SEM 
Apoptose- 
rate 
Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
24 h 1,0±0,05 1,0±0,07 1,0±0,07 
72 h 1,0±0,36 5,73±0,71 20,48±2,37* + 
* p<0,05 vs. 5mM; + p<0,05 vs. 12mM 
 
 
Abb. 22: Apoptoserate nach 24 h (li.) und 72 h (re.) Inkubation von C2C12 Myotuben mit 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
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Auch bei den Kardiomyozyten kam es nach 24 h zu keiner Veränderung der Apoptoserate. 
Nach 72 h Inkubation konnte wiederum ein Anstieg zwischen 25mM im Vergleich zu 5mM 
und 12mM verzeichnet werden (siehe Tabelle 23; Abb. 23). 
Zusätzlich wurde an Kardiomyozyten der Einfluss von Liraglutid auf die Apoptoserate 
analysiert und die erhaltenen Ergebnisse mit denen ohne GLP-1-Zusatz verglichen. Es war 
festzustellen, dass Liraglutid zu einem signifikanten Abfall der Apoptoserate nach 72 h 
innerhalb der GLP-1-Reihe bei 25mM führte (siehe Abb. 24). Im Vergleich zu den Ansätzen 
ohne GLP-1-Zusatz war ersichtlich, dass die glukosebedingte Zunahme der Apoptoserate 
durch Liraglutid verhindert werden konnte. In Abb. 24 sind weitere Signifikanzen zwischen 
den unterschiedlichen Ansätzen ohne und mit GLP-1-Zusatz nach 72 h aufgezeigt. 
 
Tabelle 23: Rattenkardiomyozyten Apoptoserate ohne/mit GLP-1 OD bei 405nm ± SEM 
Apoptose- 
rate 
Versuchsdauer 5 mM 12 mM 25 mM 
24 h 1,0±0,09 1,0±0,21 1,0±0,19 
72 h 1,0±0,04 0,82±0,04 1,43±0,08* + 
+ GLP-1 72 h 1,0±0,07 0,91±0,02 0,74±0,04* 
* p<0,05 vs. 5mM; + p<0,05 vs. 12mM 
 
Abb. 23: Apoptoserate ohne GLP-1-Zusatz nach 24 h (li.) und 72 h (re.) Inkubation von 
neonatalen Rattenkardiomyozyten mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen. 
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Abb. 24: Apoptoserate ohne/mit GLP-1-Zusatz nach 72 h Inkubation von neonatalen 
Rattenkardiomyozyten mit unterschiedlichen Glukosekonzentrationen 
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5 Diskussion 
 
Ziel dieser Arbeit war es den Einfluss einer Hyperglykämie auf die Expression von den 
Ubiquitin-E3-Ligasen MuRF-1/MAFbx und die Apoptoserate von Skelett- und 
Herzmuskelzellen sowie den Einfluss des GLP-1-Analogons Liraglutid auf diese Prozesse an 
der Herzmuskelzelle zu untersuchen. 
Die gewonnenen Ergebnisse legen folgende Kernaussagen nah: 
1. Die Expression der Ubiquitin-E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx ist unter 
hyperglykämischen Bedingungen in Skelett- und Herzmuskelzellen signifikant erhöht. 
2. Die Veränderungen zeigen eine Abhängigkeit von der Inkubationsdauer und der 
Glukosekonzentration. 
3. Die gesteigerte Expression von MuRF-1 und MAFbx bewirkt auch eine Zunahme der 
ubiquitinylierten Proteine. 
4. Durch eine Hyperglykämie wird zeit- und konzentrationsabhängig die Apoptoserate 
von Skelett- und Herzmuskelzellen erhöht. 
5. Das GLP-1-Analogon Liraglutid (Victoza®) kann die Anstiege von MuRF-1, MAFbx 
und der Apoptoserate bei Herzmuskelzellen verhindern. 
Diese Aussagen sollen im Weiteren diskutiert werden. 
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5.1 Muskelatrophie und MuRF-1-/MAFbx-Expression beim Diabetes 
Ein Leitmerkmal des unbehandelten Diabetes ist die Hyperglykämie, die zu unterschiedlichen 
Sekundärerkrankungen führen kann. Die auftretenden Gefäßschäden können in eine 
unspezifische Makroangiopathie (KHK, pAVK, AVK) und eine diabetesspezifische 
Mikroangiopathie (Nephro-, Retino-, Neuropathie) unterteilt werden (Austenat und Semmler 
2005, Herold und Deuss 2010).  
Weiterhin ist bekannt, dass verschiedene Krankheitsentitäten mit einem erhöhten 
Muskelproteinabbau einhergehen und dadurch für einen progredienten Verlauf und eine 
Vielzahl klinischer Komplikationen verantwortlich sind. 
Zu den pathologischen Zuständen mit gesteigertem Skelettmuskelabbau zählen z.B. die 
Kachexie im Rahmen neoplastischer Erkrankungen (Baracos et al. 1995, Llovera et al. 1994, 
Temparis et al. 1994), Fasten (Medina et al. 1995, Wing und Goldberg 1993), Azidose (Mitch 
et al. 1994), Sepsis (Voisin et al. 1996), Muskelatrophie durch Inaktivität (Taillandier et al. 
1996), Denervation (Medina et al. 1995) und Glukokortikoid Behandlungen (Auclair et al. 
1997). 
Auch für den Diabetes konnte ein erhöhter Verlust an Skelettmuskelprotein, der zu einer 
Muskelatrophie führt, festgestellt werden (Price et al. 1996). Die genannten pathologischen 
Zustände können zu komplexen Veränderungen im Zellstoffwechsel führen.  
Hervorgerufen werden diese häufig durch einen verminderten Blutfluss im Skelettmuskel, 
strukturelle Muskelveränderungen und eine durch die Krankheit bedingte körperliche 
Inaktivität der Patienten (Strassburg et al. 2005). 
Eine Schlüsselrolle in den Prozessen des Muskelproteinabbaus und der Muskelatrophie nimmt 
das Ubiquitin-Proteasom-System ein. Für die Muskulatur wurden zwei spezifische  
E3-Ligasen (MuRF-1 und MAFbx) identifiziert, die an dem Proteinabbau der Muskelzelle 
essentiell beteiligt sind (Bodine et al. 2001). So konnte beschrieben werden, dass es während 
einer Muskelatrophie zu einer gesteigerter Expression an MAFbx und einer erhöhter Protein-
Ubiquitinylierung kommt (Gomes et al. 2001). Auch konnte ein Zusammenhang zwischen der 
Expression beider E3-Ligasen und einem erhöhten Proteinabbau über das Ubiquitin-
Proteasom-System im Skelettmuskel nachgewiesen werden (Latres et al. 2005, Sacheck et al. 
2004). In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der Hyperglykämie auf die 
Expression von MuRF-1 und MAFbx an der Skelett- und Herzmuskelzelle untersucht. 
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Ein Diabetes mellitus kann anhand der auftretenden Blutzuckerwerte diagnostiziert werden. 
Hierbei wird sich an den Werten des Nüchtern-Blutzuckers, Gelegenheitsblutzuckers oder 
Ergebnissen des Oralen-Glukose-Toleranz-Testes (OGTT) orientiert. Nüchtern-Blutzucker-
Werte unter 100 mg/dl (5,6 mmol/l) werden als normal und über 126 mg/dl (7 mmol/l) als 
diabetisch definiert. Eine Glukose-Konzentration unterhalb 70 mg/dl (3,9 mmol/l) stellt eine 
Hypoglykämie dar. Steigt die Blutzucker-Konzentration im menschlichen Organismus sehr 
hoch an, dann kann es zu komatösen Zuständen kommen. Hyperglykämien >350 mg/dl (19,4 
mmol/l) können beim Typ-I-Diabetiker zum ketoazidotischen Koma führen. Beim Typ-II-
Diabetiker hingegen können Glukose-Konzentrationen >600 mg/dl (33,3 mmol/l) ein 
hyperosmolares Koma induzieren (Herold und Deuss 2010).  
In verschiedenen Studien konnten diabetische bzw. hyperglykämische Zustände hergestellt 
werden. So wurde beispielsweise in tierexperimentellen Arbeiten, die sich mit Diabetes und 
Muskelatrophie beschäftigten, ein Diabetes bei Mäusen durch Streptozotocin-Injektion (STZ) 
induziert (Vignaud et al. 2007, Frier et al. 2008). Es wurden zudem in diabetischen Mäusen 
Blutzuckerkonzentrationen von ca. 25mM beobachtet (Wang X et al. 2006).  
Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden auf Zellebene durchgeführt, somit war 
es erforderlich hyperglykämische Bedingungen in der Zellkultur zu schaffen.  
Frühere Versuche wurden bereits mit Glukosekonzentrationen von 22mM und 33mM an 
kardialen Myoblasten (Cai L et al. 2002) aber auch mit 10mM und 25mM an Myotuben 
(Russell et al. 2009) durchgeführt. Die vorliegende Studie hat sich an diesen Konzentrationen 
orientiert und eine Standard- bzw. Normalkonzentration von 5mM Glukose angenommen.  
Die hyperglykämischen Situationen wurden mit den Glukosekonzentrationen von 12mM und 
25mM hergestellt. Hierdurch war es möglich die Untersuchungen konzentrationsabhängig 
durchzuführen, wobei die Normalkonzentration im Vergleich zu einer mäßig erhöhten 
(12mM) und einer stark erhöhten (25mM) Glukosekonzentration stand. Die Zeitabhängigkeit 
sollte durch unterschiedliche Inkubationszeiten betrachtet werden. Russell et al. konnten bei 
25mM Glukose bereits nach 24 h einen Proteinverlust feststellen (Russell et al. 2009).  
In eigenen Vorversuchen wurde beobachtet, dass relevante Veränderungen an 
Skelettmuskelzellen im Blick auf MuRF-1 und MAFbx erst ab einer Inkubationszeit von ca.  
72 h zu messen waren. Somit wurden als Vergleichszeiten 24 h und 72 h Inkubationszeit 
gewählt. 
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5.2 Einfluss der Hyperglykämie auf die Skelettmuskelzellen 
Die Untersuchungen an den undifferenzierten C2C12-Skelettmuskelzellen (Myoblasten) 
zeigten nach 72 h eine signifikante Zunahme der MuRF-1- und MAFbx-Expression bei einer 
Glukosekonzentration von 25mM. Die Expression nach 24 h hingegen war im Vergleich zur 
Standardkonzentration nicht erhöht. Eine gewisse tendenzielle Zunahme der E3-Ligasen nach 
72 h bei 12mM Glukose ist kritisch zu hinterfragen. Unter Umständen ist die Konzentration 
von 12mM Glukose oder die Inkubationszeit von 72 h noch nicht ausreichend, um eine 
signifikante Expressionssteigerung bei dieser Konzentration zu bewirken. Ebenfalls könnte 
hier die Zellkonstitution der undifferenzierten Skelettmuskelzelle eine Rolle spielen. 
Insgesamt deuten die Ergebnisse bei Myoblasten auf eine Konzentrations- und 
Zeitabhängigkeit der E3-Ligasen-Expression unter hyperglykämischer Situation hin. 
Um den Einfluss der Hyperglykämie an Zellen zu untersuchen, die der Muskulatur sehr 
ähnlich sind, wurden weitere Versuche und intensivere Analysen an differenzierten  
C2C12-Zellen (Myotuben) durchgeführt. Hier zeigten die Ergebnisse nach 24 h Inkubation 
wiederum keine Veränderungen auf mRNA-Ebene im Vergleich zur Standardkonzentration 
sowohl für MuRF-1 als auch für MAFbx. Jedoch war nach 72 h eine signifikante Zunahme 
der Expression an MuRF-1 und MAFbx bei 12mM und 25mM zu verzeichnen.  
Russell et al. untersuchten bereits 2008 die Wirkung hyperglykämischer Zustände auf den 
Proteinabbau an C2C12 Myotuben. Sie konnten feststellen, dass die Hyperglykämie (10mM 
und 25mM) den Proteinabbau über das Ubiquitin-Proteasom-System stimuliert und eine 
Aktivierung von PKR (RNA-abhängige Protein Kinase) und eIF2α (eukaryotischer 
Initiationsfaktor) bewirkt. In ihrer Arbeit konnten sie den Zusammenhang zwischen  
Caspase-3/-8, PKR, eIF2α, ROS (reaktive Sauerstoffspezies) und p38 MAPK 
(mitogenaktivierte Proteinkinase) darstellen. Ihre Ergebnisse deuten darauf hin, dass 
hyperglykämische Zustände eine Muskelatrophie induzieren. Über eine Caspase-3/-8-
vermittelte Aktivierung von PKR kommt es zur Phosphorylierung von eIF2α und im Weiteren 
zur Reduktion der Proteinsynthese. Durch PKR kann wiederum p38 MAPK aktiviert werden, 
was zu einem Anstieg von reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) und dadurch zur Steigerung 
des Proteinabbaus führt. Dieser erhöhte Proteinverlust durch die beschriebenen Vorgänge 
konnte hierbei bereits nach 24 h festgestellt werden (Russel et al. 2009). 
Die Expression der beiden betrachteten E3-Ligasen war nach 24 h bei der vorliegenden Arbeit 
noch nicht signifikant erhöht. Dies könnte bedeuten, dass ein Proteinabbau durch 
unterschiedliche Vorgänge etwas zeitversetzt in der Expression von MuRF-1 sowie MAFbx 
ersichtlich wird. 
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Die Ergebnisse der Untersuchungen an Skelettmuskelzellen zeigten eine erhöhte Expression 
der E3-Ligasen auf mRNA-Ebene. Diese Veränderungen waren sowohl zeit- (hier 72 h) als 
auch konzentrationsabhängig (hier 25mM). Durch weitere Analysen war festzustellen, dass 
die gesteigerte mRNA-Expression auch eine erhöhte Protein-Expression zur Folge hatte.  
Für MuRF-1-Protein konnte nach 24 h ein ansteigender Trend beschrieben werden.  
Nach 72 h wurde, wie auch schon für mRNA, ein signifikanter Anstieg von MuRF-1 bei 
25mM Glukose beobachtet. Da zum Zeitpunkt der Messreihen kein Antikörper gegen MAFbx 
erhältlich war, konnten diese Analysen auf Protein-Ebene für MAFbx nicht durchgeführt 
werden. Es ist fraglich wie sich die MAFbx-Expression von mRNA- auf die Protein-Ebene 
auswirkt. Betrachtet man die Ergebnisse von MuRF-1 ist eventuell anzunehmen, dass auch 
ein Zuwachs an MAFbx-Protein zu verzeichnen wäre. 
Die erhöhte Expression von MuRF-1 und MAFbx bewirkte wiederum einen Anstieg der 
Menge an ubiquitinylierten Protein. Es konnte hier sogar nach 24 h Inkubation eine 
signifikante Zunahme bei 25mM Glukose festgestellt werden. Dieser signifikante Anstieg der 
Ubiquitinylierung konnte nach 72 h sowohl bei 12mM als auch bei 25mM Glukose 
beschrieben werden. 
In Zusammenschau der Ergebnisse für die Skelettmuskelzellen, konnte diese Arbeit zeigen, 
dass hyperglykämische Zustände nach 72 h zu einer gesteigerten Expression der E3-Ligasen 
MuRF-1 und MAFbx führen. Der Zuwachs auf mRNA-Ebene wirkte sich auch auf die 
Protein-Ebene aus, da hier ebenfalls erhöhte Mengen an MuRF-1-Protein zu messen waren. 
Diese Veränderungen scheinen sowohl zeit- als auch konzentrationsabhängig zu sein. 
Weiterhin führte die gesteigerte Expression der E3-Ligasen zu einer Mengenzunahme an 
ubiquitinylierten Protein. Hier konnte ein Anstieg auch schon nach 24 h festgestellt werden. 
Die gemachten Beobachtungen können die Ergebnisse früherer Studien bestätigen, die 
ebenfalls einen gesteigerten Proteinabbau bei diabetischen Zuständen beschreiben  
(Lee et al. 2004, Wang X et  al. 2006, Russell et al. 2009).  
In der Literatur konnte mehrfach der Zusammenhang zwischen der erhöhten Expression der 
beiden E3-Ligasen und einem erhöhten Muskelproteinabbau hergestellt werden (Cao et al. 
2005, Glass et al. 2003, 2005). Hierbei spielt nicht nur die Expression von MuRF-1 und 
MAFbx sondern auch der Proteinabbau über das Ubiquitin-Proteasom-System eine 
entscheidende Rolle (Lecker et al. 1999, Wang X et al. 2006). Die vorliegende Studie konnte 
zeigen, dass die erhöhte Expression von MuRF-1 und MAFbx auf mRNA- und Protein-Ebene 
eine erhöhte Ubiquitinylierung von Proteinen zur Folge hatte. Dies deutet auf einen erhöhten 
Proteinstoffwechsel hin. Fraglich ist jedoch, ob diese erhöhte Menge an ubiquitinylierten 
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Protein zu einem effektiven Proteinverlust der Muskelzelle führt oder ob dadurch lediglich 
der Protein-turnover der Zelle gesteigert ist. In bisherigen Studien wurde festgestellt, dass 
Diabetes zu den Krankheitsbildern zählt, die zu einer Muskelatrophie über das Ubiquitin-
Proteasom-System führen (Price et al. 1996, Merforth et al. 1999). Über dieses System erfolgt 
bevorzugt der Muskelproteinverlust nicht nur bei Diabetes (Merforth et al. 1999, Wang X et 
al. 2006), sondern auch bei anderen pathologischen Zuständen, wie Krebs, Sepsis, 
metabolischer Azidose und Nierenversagen (Lecker et al. 1999). Die Abbauprozesse über das 
Ubiquitin-Proteasom-System können durch unterschiedliche Substanzen induziert werden. 
Hierzu zählen der PIF (Proteolyse stimulierender Faktor) (Wyke und Tisdale 2005), Zytokine 
wie TNF-α (Li YP und Reid 2000), Angiotensin II (Russel et al. 2006) und ROS (Li YP et al. 
1998). Diese Mediatoren können zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 
führen, welcher bei der Regulation von Genen entscheidend ist. So konnte dargestellt werden, 
dass inflammatorische Zytokine über die Aktivierung von NF-κB zu einer gesteigerten 
Expression von MuRF-1 und MAFbx und somit zu einer erhöhten Muskelatrophie führen 
(Attaix et al. 2005, McKinnell und Rudnicki 2004). Die Beziehung zwischen NF-κB und der 
Muskelatrophie wurde auch beim Diabetes hergestellt (Frier et al. 2008). Es wird davon 
ausgegangen, dass die Hyperglykämie über die Aktivierung von PKR zu einer gesteigerten 
Kernbindung von NF-κB führt (Eley und Tisdale 2007) und dadurch den Proteinabbau über 
das Ubiquitin-Proteasom-System erhöht (Russel et al. 2009). Ein weiterer 
Transkriptionsfaktor, der ebenfalls in den Zusammenhang zu einer Muskelatrophie gebracht 
wurde, ist der FOXO3a. Dieser ist an diversen Zellprozessen, wie Metabolismus, 
Differenzierung und Proliferation beteiligt (Accili und Arden 2004). FOXO3a war als 
induzierender Faktor für eine Atrophie im Skelettmuskel zu identifizieren (Sandri et al. 2004, 
Stitt et al. 2004). 
Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass eine Hyperglykämie nach 72 h zu einer erhöhten 
Expression von MuRF-1 und MAFbx in der Skelettmuskelzelle führt. Diese Ergebnisse sind 
mit der aktuellen Literatur konform. Interessant in diesem Zusammenhang ist auch, dass 
Vignaud et al. in einer Studie zeigen konnten, dass in diabetischen Mäusen nach 3 Monaten 
zwar eine Muskelatrophie nachweisbar war, aber eine gesteigerte Expression von MuRF-1 
und MAFbx nicht festgestellt werden konnte (Vignaud et al. 2007). Dadurch scheint es einen 
Unterschied zwischen der Kurzzeit- und Langzeitwirkung der Hyperglykämie auf atrophische 
Vorgänge zu geben. 
Die Zusammenhänge zwischen den E3-Ligasen MuRF-1 sowie MAFbx, dem Ubiquitin-
Proteasom-System und Proteinabbauvorgänge beim Diabetes wurden somit in der Literatur 
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schon mehrfach näher beleuchtet. Jedoch ist bis dato noch wenig über den Einfluss der 
Hyperglykämie auf die Expression der E3-Ligasen am Herzmuskelgewebe bekannt. 
 
5.3 Einfluss der Hyperglykämie auf die Herzmuskelzellen 
Die Untersuchungen an den Herzmuskelzellen, unter gleichen Bedingungen wie bei den 
Skelettmuskelzellen, deuten ebenfalls auf eine gesteigerte Expression der E3-Ligasen hin.  
Auf mRNA-Ebene konnte für MuRF-1 zwar keine Steigerung festgestellt werden. Jedoch war 
ein Anstieg nach 72 h für MuRF-1-Protein zu beobachten. Für MAFbx zeigte sich nach 72 h 
eine Zunahme auf mRNA-Ebene. Wegen nicht erhältlichem Antikörper konnten wiederum 
keine Analysen für MAFbx auf Protein-Ebene durchgeführt werden. Die Ergebnisse der 
Protein-Ubiquitinylierung zeigen eine Tendenz, dass eine Hyperglykämie zu einem Zuwachs 
an ubiquitinylierten Protein führt. Der beschriebene Abfall an MuRF-1-mRNA nach 24 h bei 
25mM Glukose könnten auf eventuelle Schutzmechanismen der Herzmuskelzelle hindeuten. 
In diesem Zusammenhang könnte auch die Abnahme an MuRF-1-Protein und Ubiquitin nach 
72 h bei 12mM stehen. Diese Vermutungen liegen nah, da in der Literatur bereits 
kardioprotektive Effekte bei einer gewissen Hyperglykämie am Herzmuskel beschrieben 
werden konnten (Schaffer et al. 2000). Schaffer et al. konnten hier zeigen, dass eine 
chronische Hyperglykämie die Kardiomyozyten vor einer Hypoxie-induzierten Apoptose und 
Nekrose schützen kann (Schaffer et al. 2000). Da die Expression von MuRF-1 und MAFbx 
über das Ubiquitin-Proteasom-System zu einem Proteinabbau führt, kann auch beim 
Herzmuskel eine Atrophie induziert werden. Willis et al. konnten den Zusammenhang 
zwischen MuRF-1 sowie MAFbx, dem Ubiquitin-Proteasom-System und dem erhöhten 
Proteinabbau am Herzen bereits beschreiben (Willis und Patterson 2006). Weiterhin wurde 
festgestellt, dass MuRF-1 bedeutend für die Atrophie am Herzmuskel ist (Willis et al. 2009). 
Auch konnte gezeigt werden, dass bei chronischem Herzversagen die Menge an MuRF-1 und 
MAFbx im Herzmuskel zunimmt, dies wird durch vermehrte Ausschüttung von TNF-alpha 
vermittelt (Adams V et al. 2007, 2008a, 2008b). Hier spielen Signalwege über p38 MAPK 
und p42/44 MAPK eine wichtige Rolle (Adams V et al. 2007). Ähnliche Zusammenhänge 
und Signalkaskaden konnten bereits für die Skelettmuskelzelle (siehe oben) in der Literatur 
beschrieben werden. Diese Erkenntnisse lassen den Schluss zu, dass auch eine Hyperglykämie 
über ähnliche Prozesse, wie beim Skelettmuskel, am Herzmuskel durch eine Erhöhung der 
MuRF-1-/MAFbx-Expression zu einem Muskelproteinabbau und im Weiteren zu einer 
Herzmuskelatrophie führen kann. In der vorliegenden Arbeit konnte bestätigt werden, dass 
hyperglykämische Situationen auch am Herzmuskel zu einer gesteigerten Expression der  
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E3-Ligasen führen und damit auch die Ubiquitinylierung von Proteinen ansteigen kann.  
Diese Vorgänge scheinen, wie bei Skelettmuskelzellen, von der Inkubationszeit und der 
Glukosekonzentration abhängig zu sein. 
 
5.4 Einfluss der Hyperglykämie auf die Apoptoserate 
Es konnte gezeigt werden, dass die gesteigerte Expression von MuRF-1 und MAFbx zur 
vermehrten Ubiquitinylierung von Proteinen in Skelett- und Herzmuskelzellen führt.  
Dies wiederum deutet auf einen gesteigerten Proteinabbau hin. Mit den schon beschriebenen 
Erkenntnissen aus der Literatur kann diese Mehrexpression zu einer Muskelatrophie führen. 
Jedoch kann die nachgewiesene Steigerung der Menge an ubiquitinylierten Protein auch ein 
Hinweis auf einen gesteigerten Protein-turnover sein und muss nicht einen Proteinverlust 
bedeuten. In der Literatur konnte ein Zusammenhang zwischen der Regulation der Apoptose 
und dem Ubiquitin-Proteasom-System beschrieben werden (Wójcik 1999, 2002).  
Weiterhin kann durch die Aktivierung von p53 eine Hyperglykämie zum Zelltod von 
Myozyten führen (Fiordaliso et al. 2001). Fiordaliso et al. greifen auch in diesem Hinblick die 
schon mehrfach angeführte p38 MAPK auf. Es konnte außerdem festgestellt werden, dass die 
Hyperglykämie über Cytochrom C und Caspase-3 die Apoptose von Herzmuskelzellen in 
Mäusen einleiten kann (Cai L et al. 2002). Weiterhin zeigte sich, dass FOXO1, ebenfalls ein 
Transkriptionsfaktor der FOXO-Familie wie FOXO3 (siehe oben), eine Apoptose im 
Skelettmuskel induzieren kann (McLoughlin et al. 2009). Sofern können das Ubiquitin-
Proteasom-System, die E3-Ligasen MuRF-1 sowie MAFbx und die Zellapoptose in 
Zusammenhang mit einer Hyperglykämie bzw. Diabetes gebracht werden. Um zu prüfen ob 
die gesteigerte Expression von MuRF-1 und MAFbx einen schädigenden Einfluss auf die 
Muskelzelle hat, wurde die Apoptoserate unter gleichen Versuchsbedingungen analysiert.  
Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass sowohl in Skelett- als auch in Herzmuskelzellen 
eine Hyperglykämie zu einer erhöhten Apoptoserate der Zellen führte. Es war wiederum eine 
Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit festzustellen. Nach 24 h Inkubationszeit konnte bei 
beiden Muskelzelltypen keine Veränderung zwischen den unterschiedlichen 
Glukosekonzentrationen gemessen werden. Die Apoptoserate stieg jedoch nach 72 h bei einer 
Glukosekonzentration von 25mM signifikant an. Dies deutet darauf hin, dass die 
Hyperglykämie in ausreichender Höhe und mit ausreichender Wirkungsdauer zu einer 
Schädigung sowohl an Skelett- als auch an Herzmuskelzellen führt und dadurch die Apoptose 
dieser Zellen induzieren kann. Die Ergebnisse der Apoptosemessung können durch die 
beschriebenen Zusammenhänge aus der Literatur erklärt bzw. bestätigt werden. 
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Die vorliegende Studie konnte somit zeigen dass eine Hyperglykämie nach 72 h zu einer 
gesteigerten Expression der E3-Ligasen MuRF-1 und MAFbx in Skelett- und 
Herzmuskelzellen führt. Diese Mehrexpression führte weiterhin zu einer erhöhten 
Ubiquitinylierung von Proteinen. Zusätzlich steigerte die Hyperglykämie die Apoptoserate 
beider Muskelzelltypen. Diese Vorgänge scheinen über unterschiedliche Prozesse innerhalb 
der Zelle miteinander verbunden zu sein. 
 
5.5 Einfluss vom GLP-1-Analogon Liraglutid auf Veränderungen an Herzmuskelzellen 
Inkretine, wie das Glukagon-like-Peptid-1 (GLP-1), sind gastrointestinale Hormone, die 
nahrungsabhängig die Insulinsekretion der pankreatischen Betazelle steuern. Seit einigen 
Jahren haben die GLP-1-Analoga in der Behandlung des Diabetes entscheidend an Bedeutung 
gewonnen. Durch die Wirkung von GLP-1 wird die Insulinsekretion stimuliert, die 
Glukagonfreisetzung und der Appetit gehemmt sowie die Magenentleerung verzögert 
(Drucker et al. 2006). Die GLP-1-Analoga haben vergleichbare Wirkungen. Als sogenannte 
Inkretin-Mimetika stehen seit 2005 Exenatid und seit Juli 2009 Liraglutid zur therapeutischen 
Verfügung. Liraglutid hat im Gegensatz zu Exenatid eine Wirkdauer von 24 h. Aus diesem 
Grund hat sich die vorliegende Studie auf das Liraglutid (Victoza®) von Novo Nordisk 
beschränkt. Während der Versuchsreihen erfolgte ein täglicher Mediumwechsel in der 
Zellkultur. Somit konnte sichergestellt werden, dass das GLP-1-Analogon seine Wirkung 
dauerhaft vermitteln kann. Liraglutid bindet, wie das körpereigene GLP-1, an einen 
spezifischen GLP-1-Rezeptor. Über ein G-Protein wird die Aktivierung der Adenylatzyklase 
vermittelt. Die gesteigerte Konzentration an cAMP bewirkt die Schließung von  
ATP-sensitiven K+(K-ATP)-Kanälen (Holz et al. 1993, 1999) sowie Aktivierung 
unspezifischer Kationen-Kanäle, was zu einer Membrandepolarisation führt. Durch die 
Depolarisation erfolgt ein Ca2+-Einstrom in die Zelle, was die Exozytose der Insulingranula 
stimuliert. Die erhöhte Menge an cAMP aktiviert weiterhin die Proteinkinase A (PKA), was 
wiederum, über den Transkriptionsfaktor CREB im Nukleus, die Biosynthese von Insulin in 
Gang setzt (Habener 1997, Habener und Kemp 2004, Skoglund et al. 2000) (siehe Abb. 25). 
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Abb. 25: Signaltransduktion von GLP-1 an der β-Zelle des Pankreas  
(entnommen aus Göke et al. 2002) 
 
Die therapeutische Hauptwirkung von GLP-1 und seiner Analoga werden somit im 
Organismus über eine gesteigerte Insulinausschüttung aus den  β-Zellen des Pankreas bewirkt. 
Dennoch konnte der GLP-1-Rezeptor nicht nur an den Inselzellen des Pankreas sondern auch 
an dem Magen, der Lunge, dem Gehirn, der Nieren, der Hypophyse, dem Herz und dem 
Dünndarm gefunden werden (Bullock et al. 1996, Campos et al. 1994, Shughrue et al. 1996, 
Beak et al. 1996, Crespel et al. 1996, Lamari et al. 1996). In der Leber, dem Fettgewebe und 
der Skelettmuskulatur hingegen konnte kein spezifischer GLP-1-Rezeptor nachgewiesen 
werden (Bullock et al. 1996). Studien konnten bereits zeigen, dass GLP-1 das Herz direkt 
gegen Ischämie schützen kann (Bose et al., 2005a, 2005b, 2007). Weiterhin wurde an Mäusen 
nachgewiesen, dass Liraglutid zellprotektive Signalwege aktiviert und somit das Outcome bei 
experimentell herbeigeführten Herzinfarkten verbesserte (Noyan-Ashraf et al. 2009).  
Somit zeigen frühere Studien die positive Wirkung des GLP-1 bzw. seiner Analoga an der 
Herzmuskulatur. Dies könnte auf die Wirkung am GLP-1-Rezeptor zurückgeführt werden, der 
an diesem Gewebe nachgewiesen wurde.  
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Mit diesen Vorbetrachtungen wurde in der vorliegenden Arbeit angenommen, dass Liraglutid 
auch in der Zellkultur gewisse Wirkungen vermitteln kann. Da gezeigt werden konnte, dass 
relevante Veränderungen durch eine Hyperglykämie erst nach 72 h Inkubationszeit zu 
verzeichnen war, wurden die Versuche mit Liraglutid-Zusatz für diese Inkubationszeit 
ausgewertet. Bei den Analysen konnte beobachtet werden, dass durch den Zusatz von 
Liraglutid der Anstieg von MuRF-1 sowie MAFbx auf mRNA-Ebene und auch auf Protein-
Ebene verhindert werden konnte. Die durch Hyperglykämie induzierte Steigerung der 
Apoptoserate wurde ebenfalls durch den Liraglutid-Zusatz verhindert. Diese Messungen 
sprechen dafür, dass die Einflüsse der Hyperglykämie auf die Herzmuskelzelle durch 
Liraglutid positiv beeinflusst werden konnten. Dies ist eventuell auf die direkte Wirkung am 
nachgewiesenen GLP-1-Rezeptor zurückzuführen. Auch wenn dieser Rezeptor an 
Skelettmuskelgewebe nicht nachweisbar war (Bullock et al. 1996), wird eine gewisse 
Wirkung von GLP-1 auch am Skelettmuskel in der Literatur kontrovers diskutiert.  
In vitro soll GLP-1 eine anabole Wirkung auf die Myozyten haben. An Hepatozyten und 
Myozyten stimuliert es die Glykogensynthese (López-Delgado et al. 1998, Galera et al. 1996, 
Yang et al. 1998) und in Myozyten und Adipozyten fördert es die Aufnahme von Glukose in 
die Zelle (Hansen et al. 1998, O'Harte et al. 1997, Wang Y et al. 1997, Miki et al. 1996).  
An diesen Zellen soll GLP-1 seine Wirkung über Inositolphosphoglykane, welche Second-
Messenger beim Insulin darstellen, vermitteln (Luque et al. 2002, Acitores et al. 2004).  
Die ablaufenden Prozesse unterscheiden sich vermutlich biochemisch und funktionell von 
denen am Rezeptor der pankreatischen β-Zelle (Delgado et al. 1995, Galera et al. 1996, 
Marquez et al. 1998, Trapote et al. 1996, Montrose-Rafizadeh et al. 1997). In vivo konnte an 
Mäusen (Ahrén und Pacini 1999), pankreatektomierten Hunden (Freyse et al.1997, 1999, 
Sandhu et al. 1999), gesunden Probanden (Toft-Nielson et al. 1996, Ryan et al. 1998, Orskov 
et al. 1996, Larsson et al. 1997), Typ I Diabetikern (Creutzfeldt et al. 1996) sowie Typ II 
Diabetikern (Vella et al. 2000) diese direkte anabole Wirkung des GLP-1 nicht bestätigt 
werden. Bei eigenen Vorversuchen konnte ebenfalls keine messbare Veränderung im 
Zusammenhang mit MuRF-1 und MAFbx durch Liraglutid an Skelettmuskelzellen beobachtet 
werden. Dies schließt jedoch eine Wirkung am Skelettmuskel, auch im Hinblick auf die 
beschriebene Literatur, nicht aus. 
In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine Hyperglykämie zu einer 
gesteigerten Expression der E3-Ligasen in Herzmuskelzellen führt. Dies wiederum erhöht die 
Protein-Ubiquitinylierung und führt schließlich zum Anstieg der Apoptoserate. Durch die 
bereits beschriebenen Zusammenhänge kann eine Hyperglykämie über das Ubiquitin-
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Proteasom-System eine Herzmuskelatrophie induzieren. Die gemessenen Veränderungen 
konnten durch den Zusatz von Liraglutid verringert werden. Es wäre von Interesse ob das 
GLP-1-Analogon Liraglutid auch andere Zustände mit gesteigerter E3-Ligasen-Expression 
positiv beeinflussen kann. Wäre dem so, könnte sich hier ein neuer therapeutischer Ansatz für 
die Verringerung der MuRF-1-/MAFbx-vermittelten Atrophie ergeben. Frühere Studien haben 
sich bereits mit der Atrophiebehandlung durch Beeinflussung des Ubiquitin-Proteasom-
Systems befasst. Ein Ansatz war durch direkte Hemmung des Systems den Muskelabbau zu 
verringern. Diese direkte Inhibition wird in der Literatur sehr kontrovers diskutiert.  
Zwar wurde gezeigt, dass durch den Proteasomen-Inhibitor MG-132 eine signifikante 
Abnahme der Proteolyse im Rattenmodell unter Atrophiebedingungen erreicht werden konnte 
(Tawa et al. 1997). Gleichzeitig kam es jedoch zu einer Anreicherung anderer 
ubiquitinylierter Proteine in der Zelle. Dies kann den gerichteten Abbau von 
Regulationsproteinen, wie Enzymen, Inhibitoren oder Transkriptionsfaktoren beeinflussen 
und den geordneten Zellstoffwechsel schwerwiegend stören (Lecker et al. 1999). Wegen 
dieser wichtigen Eigenschaften des Ubiquitin-Proteasom-Systems hat die vollständige 
Hemmung des Komplexes wahrscheinlich giftige Folgen für die Zelle (Tawa et al. 1997).  
So scheint die direkte Hemmung des Komplexes ungeeignet zur Muskelatrophiebehandlung 
zu sein. Aktuelle Untersuchungen konnten eine Reduktion der Muskelatrophie durch Leucine 
beschreiben, die die Ubiquitin-Ligasen hemmen (Baptista et al. 2010). Das Liraglutid zeigte 
hierfür einen positiven Effekt an der Herzmuskelzelle. Von weiterem Interesse in diesem 
Zusammenhang ist die Langzeitwirkung. Um die ablaufenden Einflüsse des Liraglutids auf 
das Ubiquitin-Proteasom-System näher zu untersuchen, sollten sich weitere experimentelle 
und eventuell auch klinische Studien anschließen. So könnte das Potential von Liraglutid bzw. 
anderer GLP-1-Analoga als therapeutischer Ansatz zur Atrophiebehandlung ausgeleuchtet 
werden.
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Es ist bekannt, dass eine diabetische Stoffwechsellage über einen gesteigerten Proteinabbau 
zu einer Muskelatrophie führen kann. Ein zentrales System beim Abbau von Muskelproteinen 
ist hierbei das Ubiquitin-Proteasom-System mit seinen zwei spezifischen E3-Ligasen MuRF-1 
und MAFbx. 
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss einer Hyperglykämie auf die Expression von Proteinen 
des Ubiquitin-Proteasom-Systems im Skelett- und Herzmuskel zeit- und 
konzentrationsabhängig zu untersuchen. Insbesondere stand die Expression der E3-Ligasen 
MuRF-1 und MAFbx sowie die daraus folgende Auswirkung auf die Protein-
Ubiquitinylierung im Fokus der Untersuchungen. Weiterhin sollte der Einfluss der 
Hyperglykämie auf die Apoptoserate von Skelett- und Herzmuskelzellen analysiert werden. 
Seit Kurzem stehen die GLP-1-Analoga als neue Antidiabetika für die Therapie des Diabetes 
mellitus Type II zur Verfügung. Da in Studien bereits positive Effekte der GLP-1-Analoga am 
Herzmuskel festgestellt wurden, sollte in der vorliegenden Studie geprüft werden, ob das 
GLP-1-Analogon Liraglutid die Veränderungen am Herzmuskel beeinflussen kann. 
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Um die Fragestellungen zu klären, wurden verschiedene Untersuchungen in der Zellkultur 
durchgeführt. Skelettmuskel Myoblasten (undifferenzierte C2C12-Zellen), Skelettmuskel 
Myotuben (differenzierte C2C12-Zellen) und neonatale Rattenkardiomyozyten wurden 
unterschiedlichen Glukosekonzentrationen (5mM, 12mM, 25mM) für 24 oder 72 Stunden 
ausgesetzt. Die Herzmuskelzellen wurden zusätzlich in den Glukosekonzentrationen unter 
Zusatz von 12 mg/ml Liraglutid für 72h inkubiert. 
Die Expression der E3-Ligasen wurde mit qRT-PCR (MuRF-1 und MAFbx) und Western 
Blot (MuRF-1) quantifiziert. Die Poly-Ubiquitinylierung wurde mittels Western Blot 
bestimmt. Unter Verwendung des Cell Death Detection ELISA (Roche Diagnostics) wurde 
die Apoptoserate evaluiert. 
Die Inkubation von Skelett- und Herzmuskelzellen für 24 h mit hyperglykämischen Medium 
hatte kaum einen Einfluss auf die Expression von MuRF-1 und MAFbx sowie die 
Apoptoserate. Bei einer Inkubationszeit von 72 h konnten signifikante Erhöhungen bei 25mM 
Glukose für MuRF-1, MAFbx, der Poly-Ubiquitinylierung und der Apoptoserate in Skelett 
und Herzmuskelzellen festgestellt werden. Diese Anstiege konnten durch den Zusatz von 
Liraglutid beim Herzmuskel verhindert werden. 
Die Ergebnisse der vorliegenden Studie konnten zeigen, dass eine Hyperglykämie in der 
Zellkultur nach 72 h die Expression von zwei wichtigen Ubiquitin-E3-Ligasen sowie die 
Steigerung der Apoptoserate induzieren kann und dass dies durch Liraglutid am Herzmuskel 
verhindert werden kann. Diese Vorgänge können eventuell den Proteinverlust bzw. die 
Muskelatrophie beim Diabetes mellitus zum Teil erklären. Durch die positive Beeinflussung 
von Liraglutid an den Herzmuskelzellen könnte sich hier ein therapeutisches Potential zur 
Muskelatrophiebehandlung ergeben. 
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